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11 Einleitung und Problemstellung
1.1 Strukturbasiertes Wirkstoff-Design
Mit der Entschlu¨sselung des menschlichen Genoms [Lander et al., 2001; Venter et al.,
2001] ist ein neues Zeitalter fu¨r die Arzneimittelforschung angebrochen. Die heute be-
kannten Arzneistoffe greifen nur an etwa 500 verschiedenen Zielmoleku¨len (Ionenkana¨le,
Enzyme, Rezeptoren, auch
”
Targets“ genannt) an [Drews, 2000]. Demgegenu¨ber wurden
durch das Humane Genom Projekt die Sequenzen von ca 30.000 Genen entschlu¨sselt.
Die genau Anzahl der sich darunter befindenden Targets ist noch nicht bekannt. Sie
wird aber wesentlich ho¨her liegen als die Zahl der zur Zeit bekannten Angriffspunkte.
Zudem ist von einigen human-pathogen Organismen wie z. B. Plasmodium falciparum
[Gardner et al., 2002] oder Mycobacterium tuberculosis [Philipp et al., 1996] das Ge-
nom bereits sequenziert oder die Sequenzierung in Angriff genommen worden [Bucha-
nan et al., 2002]. Auch hier werden sich neue Angriffspunkte fu¨r Arzneistoffe finden
lassen.
Die Herausforderung fu¨r die Pharmaindustrie ist es nun, aus der Vielzahl von Genen ge-
eignete Targets herauszufiltern [Swindells & Overington, 2002]. Ist ein solches gefunden,
beginnt die Suche nach einer Leitstruktur fu¨r Liganden dieses Zielmoleku¨ls. Dazu wer-
den derzeit hauptsa¨chlich zwei Strategien verfolgt. Die ha¨ufigste Vorgehensweise ist es,
große Moleku¨lbibliotheken in vitro auf Aktivita¨t zu durchmustern (High-Throughput
Screening, HTS) [Inglese, 2002; Smith, 2002]. Oft geschieht dies in Verbindung mit
kombinatorischer Chemie [Oliver & Abell, 1999]. Dabei werden zuna¨chst ganze Sub-
stanzbibliotheken synthetisiert und anschließend mit geeigneten Assays auf ihre Wirk-
samkeit getestet [Carell et al., 1994]. Durch automatisierte Verfahren ist es mo¨glich,
in kurzer Zeit eine sehr große Anzahl an Verbindungen experimentell zu u¨berpru¨fen.
Scha¨tzungen gehen davon aus, dass es bereits 2003 u¨blich sein wird, 1 Million Verbin-
dungen pro Target zu testen [Bajorath, 2002]. Allerdings sind die Erfolgsquoten sehr
ernu¨chternd. Die Trefferrate liegt ha¨ufig unter einem Promille der Anzahl eingesetzter
Substanzen [Sills, 1998; Lahana, 1999].
Eine andere Strategie ist es, ausgehend von der dreidimensionalen (3D) Struktur des
molekularen Rezeptors Inhibitoren rational zu entwerfen. Dieses Vorgehen wird als
strukturbasiertes Wirkstoff-Design bezeichnet. Die so entworfenen Verbindungen wer-
den anschließend im Experiment auf Aktivita¨t u¨berpru¨ft. Die dabei gewonnenen Er-
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kenntnisse fließen dann wieder als neue Information in den Design-Zyklus zuru¨ck (Abb.
1.1) [Klebe, 2000].
Abb. 1.1 Strukturbasiertes Wirkstoff-Design.
Voraussetzung fu¨r diesen Ansatz ist, dass die 3D Struktur des Zielmoleku¨ls bekannt ist.
Sie kann entweder mit Hilfe der Ro¨ntgenkristallographie oder der NMR-Spektroskopie
aufgekla¨rt werden. Die Zahl der o¨ffentlich zuga¨nglichen 3D Strukturen von Proteinen
ist in den letzten Jahren exponentiell angestiegen (Abb. 1.2) [Bernstein et al., 1977;
Berman et al., 2000]. Zur Zeit sind u¨ber 19.000 Strukturen von Proteinen und Nu-
kleinsa¨uren in der Protein-Datenbank (PDB) gespeichert (Stand Nov. 2002). Darunter
befinden sich 1771 nicht redundante Proteinketten (Stand April 2002) [Hobohm & San-
der, 1994]. Es wird davon ausgegangen, dass in naher Zukunft gerade die Anzahl an
nicht redundanten 3D Strukturen weiter steigen wird. Nach der kompletten Sequenzie-
rung des humanen Genoms sowie des Genoms weiterer Organismen wurden zahlreiche
Structural Genomics Initiativen gegru¨ndet. Diese zielen darauf ab, im großen Maß-
stab durch automatisierte Prozesse Gene zu klonieren, transformieren, exprimieren
und die erhaltenen Proteine anschließend zu reinigen, um so durch Hochdurchsatz-
NMR-Spektroskopie oder -Ro¨ntgenkristallographie neue Proteinstrukturen zu bestim-
men [Mittl & Grutter, 2001]. Dadurch soll fu¨r jede Proteinfaltungsklasse mindestens
eine repra¨sentative Struktur bestimmt werden. Durch Homologie-Modellierung ko¨nnen
dann die Strukturen der restlichen Proteine modelliert werden [Sanchez et al., 2000].
Allerdings ist die durch Modellierung erzielbare Auflo¨sung oft noch nicht ausreichend
fu¨r das Design von Wirkstoffen [Maggio & Ramnarayan, 2001; Sanchez et al., 2000].
Zur Zeit wird aber an Methoden gearbeitet, um gerade die Genauigkeit in der Bindeta-
sche durch die Einbeziehung von Kenntnissen u¨ber Inhibitoren zu verbessern [Schaffer-
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hans & Klebe, 2001]. Ein inha¨renter Nachteil der Homologie-Modellierung bleibt dabei,
dass der vorgeschlagene Bindungsmodus von Liganden nicht experimentell u¨berpru¨ft
werden kann. Es wird deshalb ein neuer Ansatz entwickelt, der darauf abzielt, durch
zielgerichtete Mutationen die physiko-chemischen Eigenschaften der Bindetasche eines
gut kristallisierenden verwandten Proteins so zu vera¨ndern, dass die Bindetasche des
eigentlich interessierenden Zielproteins erhalten wird [Rauh et al., 2002].
Abb. 1.2 Entwicklung der Protein-Datenbank (PDB). Stand Oktober 2002.
Ausgangspunkt fu¨r das strukturbasierte Wirkstoff-Design ist die Struktur des mole-
kularen Rezeptors, idealerweise im Komplex mit einem Liganden. Der erste Schritt ist
die genaue Analyse der Bindetasche. Durch geeignete Methoden ko¨nnen ausgezeichnete
Wechselwirkungsbereiche (
”
Hot Spots“) in der Bindetasche berechnet und visualisiert
werden [Goodford, 1985; Miranker & Karplus, 1991; Bo¨hm, 1992a; Verdonk et al., 1999;
Gohlke et al., 2000b]. Dieses Wissen kann dann genutzt werden, um neue Inhibitoren
zu entwerfen oder bekannte zu optimieren.
Beim Computer unterstu¨tzten De novo-Design werden Liganden schrittweise in der
Bindetasche aufgebaut. Dazu werden zuna¨chst Atome oder Moleku¨lfragmente in der
Bindetasche platziert. Anschließend werden durch die Verknu¨pfung dieser Fragmente
neue Leitstrukturen oder optimierte Inhibitoren erhalten (z. B. [Moon & Howe, 1991;
Bo¨hm, 1992b; Rotstein & Murcko, 1993; Leach & Kilvington, 1994; Clark et al., 1995;
Miranker & Karplus, 1995; DeWitte & Shakhnovich, 1996]).
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Alternativ dazu ko¨nnen auch große Datenbanken virtuell durchmustert werden (
”
virtu-
elles Screening“). Dabei werden die in den Datenbanken gespeicherten kleinen Moleku¨le
durch so genannte Docking-Programme in die Proteinbindetasche eingepasst [Walters
et al., 1998; Good, 2001; Sotriffer et al., 2003]. Ga¨ngige Docking-Programme betrach-
ten die Bindetasche als rigide, wohingegen der Ligand flexibel behandelt wird [Rarey
et al., 1996; Jones et al., 1997; Ewing et al., 2001]. Durch schnellere Computer ist es
mittlerweile aber auch bis zu einem gewissen Grad mo¨glich, Proteinflexibilita¨t wa¨hrend
des Dockings zu beru¨cksichtigen [Carlson, 2002].
Entscheidend fu¨r den Erfolg des De novo Designs und des virtuellen Screenings ist eine
zuverla¨ssige Vorhersage der Affinita¨t der Verbindung zu ihrem Rezeptor (
”
Scoring“)
[Gohlke & Klebe, 2002]. Vergleichende Studien haben gezeigt, dass die vorhandenen
Bewertungsfunktionen fu¨r unterschiedliche Proteine unterschiedlich gute Ergebnisse
liefern [Bissantz et al., 2000; Stahl & Rarey, 2001]. Auch die Gu¨te der Vorhersage der
Docking-Programme ist vom jeweiligen Protein abha¨ngig. Deshalb muss fu¨r jeden Re-
zeptor die gu¨nstigste Kombination von Docking-Programm und Bewertungsfunktion
neu gefunden werden.
Die durch De novo-Design oder virtuelles Screening vorgeschlagenen Liganden werden
entweder ka¨uflich erworben oder synthetisiert. Mit einem Bioassay wird anschließend
ihre Affinita¨t bestimmt. Idealerweise wird als letzter Schritt die angenommene Bin-
dungsgeometrie ro¨ntgenkristallographisch oder NMR-spektroskopisch u¨berpru¨ft. Damit
schließt sich der Design-Zyklus. Die beim Durchlaufen des Zyklus gewonnenen Erkennt-
nisse ko¨nnen dann in den na¨chsten Zyklus einfließen und so die weitere Optimierung
der Inhibitoren leiten.
Ein festbindender Ligand ist aber noch nicht automatisch ein Arzneistoff. Entscheidend
dafu¨r, ist das der Ligand auch gute ADME-Eigenschaften1 besitzt. Mehr als 90 % der
Entwicklungskandidaten erreichen wegen ungu¨nstigen Eigenschaften nie den Markt.
Deshalb wird versucht, das in vivo ADME-Verhalten der Moleku¨le zu simulieren und
die Kenntnisse von Beginn an in das Design einfließen zu lassen, um so die Entwick-
lungskosten zu reduzieren [Beresford et al., 2002].
Eine weit verbreitete Regel zur Resorptionsvorhersage ist die
”
rule-of-five“ von Li-
pinski et al. [1997]. Diese Regel besagt, dass eine schlechte Resorption wahrscheinlich
ist, wenn die Verbindung mehr als zwei der folgenden Bedingungen erfu¨llt: (i) mehr als
fu¨nf Wasserstoffbru¨cken-Donoren oder (ii) mehr als 10 Wasserstoffbru¨cken-Akzeptoren,
(iii) Molekulargewicht gro¨ßer 500 D, (iv) berechneter Verteilungskoeffizient (CLogP)
1ADME: Resorption (engl. Absorption), Verteilung (engl. Distribution), Metabolisierung, Exkretion
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gro¨ßer als fu¨nf. Nicht vergessen werden darf dabei, dass es sich um eine Negativ-Aussage
handelt. Der Umkehrschluss (eine gute Resorption, wenn weniger als zwei der Beding-
ungen erfu¨llt werden) ist nicht automatisch mo¨glich. Des Weiteren bezieht sich diese
Regel nur auf Arzneistoffe und nicht auf Leitstrukturen. Die sind oft weniger komplex,
um Spielraum fu¨r eine weitere Optimierung zu lassen [Hann et al., 2001; Oprea et al.,
2001].
In den vergangenen Jahren sind erstaunliche Erfolge mit dem strukturbasierten De-
sign von Wirkstoffen erzielt worden [Gane & Dean, 2000; Klebe, 2000; Shoichet et al.,
2002]. So ist z. B. der Neuraminidasehemmer Zanamivir rational entworfen worden
[von Itzstein et al., 1993]. Mittels eines virtuellen Screenings wurden subnanomolare
Inhibitoren der Carboanhydrase gefunden [Gru¨neberg et al., 2001]. Im Falle der DNA
Gyrase wurde in einem Hochdurchsatz-Screening bei Roche lediglich ein Hit gefunden
[Bo¨hm et al., 2000]. Daraufhin wurde in einem virtuellen Screening-Lauf nach kleinen
Fragmenten gesucht. Die so gefunden Hits wurden mit großem Aufwand biophysika-
lisch validiert. Im anschließenden strukturbasierten Optimierungsprozess wurde eine
Verbindung entworfen, die eine zehnfach ho¨here Affinita¨t besitzt als ein derzeit in der
Klinik angewandtes Antibiotikum.
Vor kurzem sind zwei Studien zum Vergleich der Hitraten aus Hochdurchsatz- und vir-
tuellen Screening-vero¨ffentlicht worden [Paiva et al., 2001; Doman et al., 2002].
In der einen Studie wurde im HTS-Experiment eine Bibliothek, die aus 400.000 Mole-
ku¨len bestand, mit Protein Tyrosine Phosphatase-1B (PTP1B) getestet. Im Docking-
Ansatz wurden 160.581 Verbindungen in das aktive Zentrum der Ro¨ntgenstruktur von
PTP1B eingepasst. 365 der am besten bewerteten Verbindungen wurden anschließend
auf Inhibition u¨berpru¨ft. Die Hitrate fu¨r diese 365 Moleku¨le war 1700fach ho¨her als die
der durch HTS gefundenen. Ein fairer Vergleich der Hitraten war in dieser Studie aber
nicht mo¨glich, weil fu¨r das HTS und den Docking-Ansatz unterschiedliche Bibliotheken
zum Einsatz kamen [Doman et al., 2002].
In der anderen Vergleichsstudie wurde fu¨r das HTS und den Docking-Ansatz jeweils
dieselbe Bibliothek verwendet [Paiva et al., 2001]. In diesem Fall war die Hitrate des
Docking-Ansatzes 30fach ho¨her als die Hitrate, die durch HTS erzielt wurde. Zudem
wurden durch das Docking affinere Hits als durch das Hochdurchsatz-Screening gefun-
den.
Urspru¨nglich sind HTS und virtuelles Screening als unabha¨ngige Verfahren betrach-
tet worden. Zur Zeit wird aber der synergistische Effekt dieser beiden Methoden dis-
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kutiert [Bo¨hm & Stahl, 2000; Good et al., 2000; Bajorath, 2002]. So ko¨nnen z. B.
strukturbasiert kombinatorische Bibliotheken virtuell entworfen und durchmustert wer-
den. Nur ein kleiner Teil der Moleku¨le wird dann tatsa¨chlich synthetisiert und experi-
mentell getestet. Umgekehrt ko¨nnen durch das HTS große Datensa¨tze u¨ber Struktur-
Wirkungsbeziehungen von Liganden gesammelt werden. Die Auswertung dieser Daten-
sa¨tze kann dann mit Methoden des computerunterstu¨tzten Wirkstoff-Designs erfolgen.
Das Ziel ist es, dass durch die Synergie-Effekte in naher Zukunft schneller und kosten-
gu¨nstiger neue Arzneistoffe entwickelt werden ko¨nnen.
1.2 Aufgabenstellung
Auch wenn mittlerweile erstaunliche Erfolge mit dem strukturbasierten Design von
Inhibitoren erzielt wurden, so mu¨ssen doch fu¨r jede Fragestellungen die Methoden und
Vorgehensweisen neu etabliert werden.
In einer vorangegangen Arbeit wurde mit dem strukturbasierten Design von Inhibito-
ren der Zymomonas mobilis tRNA-Guanin Transglykosylase (TGT) begonnen [Gra¨dler,
2000]. Ziel dieser Arbeit ist es, dieses Design fortzusetzen, wobei Methoden des com-
puterunterstu¨tzten Wirkstoff-Designs und der experimentellen Proteinbiochemie zur
Anwendung kommen sollen.
Zuna¨chst soll das bestehende Testsystem zur Bestimmung der Bindungsaffinita¨t ver-
bessert werden. Dabei soll auf den Einsatz von radioaktiven Material verzichtet werden.
Weiter soll durch den Austausch einer Aminosa¨ure im aktiven Zentrum die Bindeta-
sche der Z. mobilis TGT in die der S. flexneri TGT, dem eigentlichen Zielmoleku¨l,
u¨berfu¨hrt werden. Dadurch sollen Ru¨ckschlu¨sse zum unterschiedlichen Verhalten der
beiden homologen Proteine im Assay gezogen werden ko¨nnen.
Ausgehend von den Ergebnissen der vorangegangenen Arbeit sollen neue Leitstruktu-
ren gefunden und optimiert werden. In Kooperation mit zwei synthetisch arbeitenden
Arbeitskreisen (AK Bracher, LMU Mu¨nchen, und AK Diederich, ETH Zu¨rich) sollen
weitere Liganden auf TGT-Inhibition getestet werden und durch Ro¨ntgenstrukturana-
lyse der Ligand-TGT-Komplexe Erkenntnisse fu¨r folgende Design-Zyklen gewonnen
werden. Diese Erkenntnisse sollen dazu genutzt werden, um neue Inhibitoren zu finden
bzw. bekannte zu optimieren.
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In Kapitel 2 zwei wird das biologische System, in dem die TGT eine Schlu¨sselstellung
einnimmt, na¨her beschrieben. Die erzielten Ergebnisse dieser Arbeit werden in Kapitel
3 dargestellt und diskutiert. Kapitel 4 fasst die Ergebnisse der Arbeit zusammen und
gibt einen Ausblick. Die verwendeten Methoden sind in Kapitel 5 aufgefu¨hrt.
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2 Biologisches System
2.1 Bakterienruhr
Die Bakterienruhr ist eine Dickdarmerkrankung, welche durch verschiedene Shigella-
Arten (Kapitel 2.2) hervorgerufen wird [Butler, 1996]. Sie geht mit starken Durchfa¨llen
und / oder Dysenterie1 einher. Die Symptome sind blutig-schleimige Stu¨hle bei andau-
erndem Stuhldrang und Bauchkra¨mpfen sowie durch Exotoxine bedingte allgemeine
Sto¨rungen wie Fieber, Kreislaufschwa¨che und Exsikkose2. Die Erkrankung kann vor
allem bei Kindern mit akuten, z. T. to¨dlichen, Komplikationen einhergehen. Dazu ge-
ho¨ren akute Hypoglyka¨mie, toxisches Megakolon, Sepsis und ha¨molytisch-ura¨mische
Syndrome.
Die Bakterienruhr ist weltweit endemisch. Ja¨hrlich kommt es zu etwa 160 Mill. Er-
krankungen, wovon 99 % in den Entwicklungsla¨ndern auftreten. Vor allem immun-
geschwa¨chte Personen und Kinder sind von der Erkrankung betroffen. Fu¨r u¨ber eine
Million Betroffene pro Jahr, darunter u¨ber 700.000 Kinder, verla¨uft die Erkrankung
to¨dlich [Kotloff et al., 1999].
Die Bakterienruhr wird hauptsa¨chlich u¨ber kontaminierte Lebensmittel u¨bertragen.
Mangelnde Hygiene ist hierfu¨r die Hauptursache. Das einzige Reservoir fu¨r Shigellen
ist der Mensch, außerhalb des menschlichen Ko¨rpers ko¨nnen die Erreger nur kurze Zeit
u¨berleben. Shigellen sind hoch infektio¨s. 10 - 100 Organismen sind ausreichend, um die
Krankheit ausbrechen zu lassen, weshalb auch die Gefahr ihres potenziellen Einsatzes
als B-Waffe diskutiert wurde [Wartell et al., 2000].
Die Bakterien sind außerordentlich erfolgreich im Erringen plasmid-kodierter Antibio-
tika-Resistenzen. So sind inzwischen fast alle Erreger gegen Sulfonamide, Tetracycline,
Ampicillin und Trimethoprim-Sulfamethoxazol resistent [Sack et al., 1997]. Die Re-
sistenzentwicklung gegen das einzig noch wirksame Medikament Ciprofloxacin scheint
kurz bevor zu stehen [WHO, 2000]. Zur Verhinderung des Ausbruchs der Erkrankung
wird zur Zeit an der Entwicklung von Impfstoffen gearbeitet [WHO, 1997; Sansonetti,
1998]. Daneben scheint die Entwicklung neuer spezifischer Antibiotika auf Grund der
vielen Resistenzen dringend geboten.
1Entzu¨ndliche Erkrankung des Dickdarms
2Ko¨rperwasserverluste
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2.2 Shigellen
Shigellen sind gramnegative, unbewegliche, nicht begeißelte, sporenlose, fakultativ an-
aerobe Sta¨bchen, die taxonomisch pathogene Varianten des Darmbakteriums Escheri-
chia coli darstellen [Hale, 1998]. Vier Shigella species ko¨nnen die Bakterienruhr ver-
ursachen: S. dysenteriae (16 Serotypen), S. flexneri (sechs Serotypen), S. boydii (8
Serotypen) und S. sonnei (ein Serotyp). S. flexneri und S. sonnei sind fu¨r das welt-
weite endemische Auftreten verantwortlich, wobei die erst genannte Art vorwiegend in
den Entwicklungsla¨ndern vorkommt, die zuletzt genannte dagegen in der industriali-
sierten Welt. S. dysenteriae Serotyp 1 (
”
Shiga bacillus“) verursacht vor allem wegen der
Produktion des Shigatoxins, ein potentes Zytotoxin, Epidemien mit ha¨ufig to¨dlichem
Ausgang in den Entwicklungsla¨ndern. S. boydii tritt lokal beschra¨nkt auf Indien auf.
2.3 Molekulare und zellula¨re Pathogenese der
Bakterienruhr
Shigellen besitzen die Fa¨higkeit, in die Darmschleimhaut einzuwandern und sich dort
unentdeckt vom Immunsystem zu vermehren. Dies ist die Hauptursache der Erkran-
kung [Sansonetti, 2001a,b]. Die Pathogenese beruht in der fru¨hen Phase der Infektion
auf dem Zusammenspiel von drei Faktoren :
1. dem Durchwandern der Darmschleimhaut durch Eindringen in spezialisierte Dar-
mepithelzellen (M-Zellen3),
2. der Invasion in Epithelzellen von der basalen Seite und
3. der Entzu¨ndungsantwort des Wirtes, die die Integrita¨t der Darmschleimhaut zer-
sto¨rt und so die Invasion erleichtert.
Fu¨r diesen Vorgang sind eine Reihe von Virulenzfaktoren verantwortlich (Abb. 2.1).
Die Gene hierfu¨r liegen hauptsa¨chlich auf einem 214 kb großen Virulenzplasmid.
3M-Zellen umschließen Lymphozyten. Sie sind vermutlich auf die Resorption antigener u. immuno-
gener Substanzen spezialisiert.
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Abb. 2.1 Mechanismus der Epithelzelleninvasion sowie intra- und interzellula¨rer Kolo-
nisation von Shigella. Abbildung aus Sansonetti [2001a]
Shigellen sind nicht in der Lage, von der apikalen Seite (dem Darmlumen zugewandte
Seite) in Epithelzellen einzudringen. Um die Barriere der Darmschleimhaut zu u¨ber-
winden, dringen sie deshalb in M-Zellen ein und wandern durch diese hindurch zur
basalen Seite der Schleimhaut. Dort wird eine Pore, die aus einem Komplex aus IpaB-
und IpaC-Proteinen besteht, in die Membran der Epithelzellen eingefu¨gt. Durch diese
Pore werden mit Hilfe eines Typ III-Sekretionsapparates, fu¨r den u.a. die mxi- und
spa-Gene kodieren, Virulenz-Proteine, darunter IpaA und IpaD, in die Zelle geschleust.
Dadurch wird ein massive Zytoskelettumlagerung in der Wirtszelle ausgelo¨st. Dabei
entstehen Membranausstu¨lpungen, die u¨ber dem Bakterium verschmelzen und es in
einem makropinocytotischen Prozess internalisieren. Danach befindet sich das Bakte-
rium in einer phagosomalen Vakuole, die jedoch lysiert wird. Das Bakterium bildet
nun, ausgehend von einem der beiden Zellpole, einen F-Aktinschwanz, was dazu fu¨hrt,
dass es sich im Wirtszytoplasma vorwa¨rts bewegt. Fu¨r diesen Vorgang ist das zell-
oberfla¨chenexponierte VirG(= IcsA)-Protein notwendig. In den Zellen ko¨nnen sich die
Shigellen so unbemerkt vom Immunsystem vermehren und von Zelle zu Nachbarzelle
ausbreiten.
Des Weiteren werden Shigellen, sobald sie die basale Seite erreicht haben, von Ma-
krophagen phagozytiert. Die phagozytierten Shigellen entkommen jedoch dem phago-
somalen Kompartiment und induzieren in den Makrophagen durch Aktivierung der
pro-apoptotischen Cysteinproteinase Caspase-1 deren programmierten Zelltod. Die ak-
tivierte Caspase-1 fu¨hrt jedoch nicht nur zur Apoptose, sondern prozessiert auch die
pro-inflammatorischen Zytokine IL-1β und IL-18 zu ihren aktiven Formen. Dies ist zum
Teil fu¨r die heftige Entzu¨ndung des Darmepithels verantwortlich, das durch Shigellen
gemeinhin verursacht wird. Ein weiterer Vermittler der Entzu¨ndungsantwort ist IL-8,
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das von den befallenen Epithelzellen selbst als Antwort auf die in die Wirtszelle ge-
langten bakteriellen Lipopolysaccharide sezerniert wird.
Durch diese inflammatorischen Zytokine werden chemotaktisch Granulozyten rekru-
tiert, die durch das Epithel wandern. Dadurch wird die Integrita¨t des Epithels weiter
zersto¨rt und das Eindringen der Shigellen erleichtert.
2.4 Die Rolle der tRNA-Guanin Transglykosylase
in der Pathogenese
Wie in Kapitel 2.3 beschrieben, sind eine Reihe von Virulenz-Faktoren fu¨r die Pathoge-
nita¨t der Shigellen verantwortlich. Eine Schlu¨sselposition nimmt dabei VirF ein. VirF
ist ein Transkriptionsfaktor, der positiv die Produktion von VirG reguliert [Sakai et al.,
1988], welches wiederum an der intra- und interzellula¨ren Ausbreitung des Pathogens
beteiligt ist (Abb. 2.2). Des Weiteren reguliert VirF die Expression eines weiteren Tran-
skriptionsfaktors, VirB [Adler et al., 1989], der wiederum die Produktion der Invasine
IpaA - C und weiterer Pathogenita¨tsfaktoren ermo¨glicht. Dazu geho¨ren mxi- und spa-
Gen-Produkte, aus denen der Typ III-Sekretionsapparat aufgebaut ist [Parsot et al.,
1995]. Demnach scheint VirF das u¨bergeordnete Regulatorprotein zu sein, das fu¨r die
Ausbildung des virulenten Pha¨notyps der Shigellen verantwortlich ist. Sinkt die Kon-
zentration von VirF unter einen bestimmten Grenzwert, bu¨ßen die Shigellen weitgehend
ihre Pathogenita¨t ein [Durand et al., 2000].
Die Transkription der virF -Gens ist abha¨ngig von der Wachstumstemperatur der Shi-
gellen und der Superhelizita¨t der DNA, die Translation zu VirF vom Vorhandensein
modifizierter tRNA [Durand et al., 2000]. Voraussetzung fu¨r die Pathogenita¨t der Shi-
gellen ist, dass bestimmte tRNAs sowohl die hypermodifizierte Base Queuin in der
wobble position4 als auch 2-Methylthio-N6-isopentenyladenosin (ms2i6A37) benachbart
zum 3’-Ende des Antikodons enthalten. Demnach sind alle Enzyme, die an der Biosyn-
these der beiden modifizierten Basen sowie ihrem Einbau in die tRNA beteiligt sind,
denkbare Angriffspunkte fu¨r Antibiotika, die die VirF-Konzentration senken und damit
die Ausbildung des pathogenen Pha¨notyps der Shigellen verhindern.
Durch Mutationsstudien wurde diese Annahme gestu¨tzt. S. flexneri Mutanten, die ent-
weder ein defektes miaA-Gen (beteiligt an der Biosynthese von ms2i6A37) oder tgt-Gen
4Position in der tRNA (Nr. 34), in der besonders viele modifizierten Basen auftreten.
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Abb. 2.2 Rolle der TGT in der Pathogenita¨t der Shigellen. VirF ist ein u¨bergeordnetes Re-
gulatorprotein, das in der Ausbildung des virulenten Pha¨notyps der Shigellen eine wichtige
Rolle spielt. Fu¨r die Translation der virF -mRNA sind modifizierte tRNAs notwendig. Das
Enzym TGT ist an der Biosynthese einer solchen Basenmodifikation beteiligt.
(beteiligt an der Biosynthese von Queuin) enthalten, zeigen eine deutlich verminderte
Virulenz im Vergleich zum Wildtyp [Durand et al., 1994, 1997]. Eine E. coli Mu-
tante, bei der das miaA-Gen ausgeschaltet wurde, zeigt verglichen mit dem Wildtyp
eine deutlich reduzierte Wachstumsphase [Diaz et al., 1987], wohingegen eine tgt-Null-
Mutation keinen Einfluss darauf hat [Noguchi et al., 1982]. Folglich sollte ein Inhibitor
eines Enzyms der Queuosin-Biosynthese ein selektives Antibiotikum gegen Shigellen-
ruhr darstellen, das die natu¨rliche Darmflora nicht scha¨digt.
In Prokaryonten wird Queuin ausgehend von Guanin in mehreren Schritten syntheti-
siert (Abb. 2.3). Durch bisher unbekannte enzymatische Reaktionen entsteht zuna¨chst
preQ1 [Kuchino et al., 1976], das durch die tRNA-Guanin Transglykosylase (TGT)
in die wobble position bestimmter tRNAs im Austausch gegen Guanin eingebaut
wird [Okada & Nishimura, 1979]. Anschließend wird mittels S-Adenosylmethionin-
tRNA-Ribosyltransferase-Isomerase (QueA) in einer S-Adenosylmethionin-abha¨ngigen
Reaktion eine substituierte Cyclopentylgruppe auf das N-Atom der tRNA-Amino-
methylgruppe transferiert. Dabei entsteht Epoxyqueuosin (oQ, 7-((N-(2,3-Epoxy-
4,5-cis-dihydroxycylopent-1-yl)amino)methyl)-7-deazaguanosin) [Slany et al., 1993].
Im letzten Schritt wird in einer Coenzym abha¨ngigen Reaktion oQ zu Queuosin
(7-(((4,5-cis-Dihydroxy-2-cyclopenten-1-yl)amino)methyl)-7-deazaguanosin) reduziert
[Frey et al., 1988].
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Abb. 2.3 Biosynthese von Queuosin.
Die Kristallstrukturen von zwei Enzymen dieses Stoffwechselwegs sind bisher bekannt.
Die Ro¨ntgenstruktur von QueA wurde mit einer Auflo¨sung von nur 3,0 A˚ bestimmt
[Grimm, 2001]. Fu¨r einen strukturbasierten Design-Ansatz von Inhibitoren, wie er in
der vorliegenden Arbeit durchgefu¨hrt werden sollte, ist sie deshalb bisher noch nicht
geeignet. Die Struktur der TGT hingegen wurde mit einer Auflo¨sung von 1,85 A˚ be-
stimmt [Romier et al., 1996b]. Sie bildet somit eine gute Grundlage fu¨r das Design von
Wirkstoffen zur Behandlung der Shigellenruhr [Gra¨dler et al., 2001].
2.5 Funktion der tRNA-Guanin Transglykosylase
Die tRNA-Guanin Transglykosylase (TGT, EC 2.4.2.29) ist ein Schlu¨sselenzym der
posttranskriptionalen Modifikation von tRNA. TGT katalysiert eine Basenaustausch-
reaktion. Diese verla¨uft u¨ber eine Spaltung der Guanin-N-Ribose-Bindung, ohne dass
dabei das Phosphodiester-Ru¨ckgrat der tRNA gebrochen wird (fu¨r eine U¨bersicht siehe
[Slany & Kersten, 1994] sowie [Romier et al., 1998]). In Prokaryonten und in Eukaryon-
ten (mit Ausnahme der Hefen) fu¨hrt die TGT-Aktivita¨t letztendlich zu tRNAs, die die
hypermodifizierte Base Queuin enthalten. Im Gegensatz dazu entsteht durch archae-
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bakterielle TGT und Folgereaktionen tRNA, die die nahe verwandte Base Archaeosin
(7-Formamidino-7-deazaguanin) entha¨lt (Abb. 2.4).
Abb. 2.4 Chemische Struktur von Guanin und verschiedenen 7-Deazaguanin-Derivaten
Die TGTs aus den drei Reichen des Lebens unterschieden sich in der Substratspezifita¨t
bezu¨glich der tRNA und / oder der Base.
Prokaryontische tRNA-Guanin Transglykosylase katalysiert den Austausch des Queuin-
Vorla¨ufers preQ1 (7-(Aminomethyl)-7-deazaguanin) gegen Guanin in der Position 34,
der wobble position, von tRNAs mit der Antikodensequenz GUN (tRNAAsp,Asn,His,Tyr)
(Abb. 2.3). Im Gegensatz dazu baut eukaryontische TGT direkt Queuin in die tRNA
ein. Die archaebakterielle TGT unterscheidet sich von den beiden vorangegangen sowohl
im Basen- als auch im tRNA-Substrat. Diese TGT katalysiert die Basenaustausch-
Reaktion von preQ0 (7-Cyano-7-deazaguanin) gegen Guanin in Position 15 der D-
Schleife zahlreicher tRNAs. Vermutlich wird preQ0 u¨ber eine noch unbekannte Re-
aktionsfolge zu Archaeosin transformiert.
Neben ihren natu¨rlichen Basen-Substraten akzeptieren die TGTs aus den unterschied-
lichen Reichen zusa¨tzliche Substrate (Tab. 2.1). Die geringste Substratspezifita¨t besitzt
die eukaryontische TGT. Sie akzeptiert neben ihrem physiologischen Substrat Queuin
die natu¨rlichen Substrate aller anderen TGT-Enzyme sowie Guanin. Die ho¨chste Sub-
stratspezifita¨t besitzt archaebakterielle TGT. Sie akzeptiert nur ihr eigenes natu¨rliches
Substrat preQ0 und Guanin.
Die Basenaustauschreaktion von preQ1 gegen Guanin verla¨uft vermutlich nach einen
assoziativen Mechanismus u¨ber eine kovalente Zwischenstufe [Romier et al., 1996c;
Kittendorf et al., 2001] (Abb. 2.5). Dabei greift zuna¨chst die Carboxylatgruppe von
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Tab. 2.1 Substratspezifita¨t der TGTs aus den unterschiedlichen Reichen.
Enzym Guanin preQ0 preQ1 Queuin
archaebakterielle TGT × × - -
prokaryontische TGT × × × -
eukaryontische TGT × × × ×
Asp102 (Z. mobilis-Nummerierung) nukleophil das Guanosin in der wobble position
der tRNA am C1’-Atom an. Dabei wird Guanin freigesetzt und eine kovalente Bindung
zwischen der Aspartat-Seitenkette und der Ribose ausgebildet. Im zweiten Schritt wird
Asp102 gegen preQ1 ausgetauscht. Dies fu¨hrt zur preQ1-modifizierten tRNA. Unklar
ist bislang, wie die erforderliche Deprotonierung von preQ1 erfolgt.
Abb. 2.5 Katalytischer Mechanismus der TGT. Die Reaktion verla¨uft nach einem assoziativen
Mechanismus u¨ber eine kovalente Zwischenstufe.
2.6 Struktur der prokaryontischen TGT
Die einzige bisher bestimmte Kristallstruktur einer prokaryontischen TGT ist die von
Z. mobilis . Diese TGT hat eine Sequenzhomologie von 52 % zur S. flexneri und E.
coli TGT [Romier et al., 1997]. Die Bindetaschen der Z. mobilis TGT und S. flexneri
TGT unterscheiden sich jedoch nur in einer einzigen Aminosa¨ure. Anstelle von Tyr106
besitzt S. flexneri TGT dort ein Phenylalanin. Das macht das Enzym aus Z. mobilis
zu einer geeigneten Plattform fu¨r das strukturbasierte Design von Inhibitoren, die in
die Pathogenese der Bakterienruhr eingreifen [Gra¨dler et al., 2001].
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2.6.1 Sekunda¨rstruktur der Z. mobilis TGT
Die Kristallstruktur der Z. mobilis TGT wurde 1996 mit einer Auflo¨sung von 1,85 A˚
aufgekla¨rt [Romier et al., 1996b]. Das Enzym geho¨rt zur Familie der (β/α)8-Fass-
Enzyme (
”
TIM-barrel“). Charakteristisch fu¨r diese Familie ist, dass das Fass aus acht
parallelen β-Stra¨ngen geformt wird, wobei in der Prima¨rstruktur aufeinander folgen-
de β-Stra¨nge auch im Fass direkt nebeneinander angeordnet sind. Je zwei aufeinander
folgende β-Stra¨nge werden durch einen Abschnitt miteinander verbunden, der eine α-
Helix entha¨lt. Diese Helix kommt auf der Außenseite des Fasses zu liegen. [Farber &
Petsko, 1990; Reardon & Farber, 1995]. Im Fall der Z. mobilis TGT folgen die acht
β/α-Einheiten nicht immer unmittelbar aufeinander, sondern es sind verschiedene Se-
kunda¨rstrukturelemente eingefu¨gt (Abb. 2.6).
(I) (II)
Abb. 2.6 Faltungsmuster der TGT. (I) Ribbon-Darstellung der TGT. Die acht Stra¨nge, die das
Fass formen, sind gru¨n eingefa¨rbt. Das Zink-Ion ist als blaue Kugel dargestellt. Die Helix,
die das Fass mit der Zink bindenden Doma¨ne verbindet und vermutlich mit dem Phosphat-
Ru¨ckgrat der tRNA wechselwirkt, ist violett markiert. (II) Schematische Darstellung der to-
pologischen Struktur der TGT. β-Stra¨nge sind als Dreiecke und α-Helices als Kreise darge-
stellt. Der gestrichelte Kreis verbindet die acht Stra¨nge, die das Fass formen. (Abbildungen
entnommen von http://www.embl-heidelberg.de/ExternalInfo/suck/tgt/tgt.html)
Die Struktur beginnt am N-Terminus mit einem drei-stra¨ngigen antiparallelen β-Falt-
blatt, das die N-terminale Seite des Fasses verschließt. Das Fass bildet den zentralen Teil
des Proteins. Die C-terminale Doma¨ne entha¨lt die vier Aminosa¨uren Cys318, Cys320,
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Cys323 und His349, welche ein Zinkion koordinieren. Die Zink bindende Doma¨ne und
das Fass sind u¨ber die Helix α12 verbunden. Diese Helix stellt die terminale Helix des
(β/α)8-Motivs dar. Sie entha¨lt die basischen Aminosa¨uren Arg286 und Arg289, die
vermutlich an der tRNA-Bindung beteiligt sind.
2.6.2 Aktives Zentrum der Z. mobilis TGT
Die Substrat-Bindetasche befindet sich auf der C-terminalen Seite des Fasses. In der
apo-Struktur verschließt die Seitenkette von Tyr106 diese Tasche, indem sie Wasser-
stoffbru¨cken zu Asp156 und Gln203 ausbildet (Abb. 2.7.I). Durch die Substratbindung
werden diese Wasserstoffbru¨cken gebrochen (Abb. 2.7.II und .III). Die Base interkaliert
zwischen den Seitenketten von Met260 auf der einen Seite und Tyr106 auf der anderen
Seite. Durch Wasserstoffbru¨cken zwischen der Seitenkette von Asp156 und der 1-NH
und 2-NH2-Gruppe von preQ1, dem Amid von Gly230 sowie der Seitenkette von Gln203
zu O6 und dem Carbonylsauerstoff von Leu231 und der aliphatischen Aminogruppe
wird das Substrat spezifisch erkannt. Alle diese Aminosa¨uren mit Ausnahme von Tyr106
sind in der E. coli und S. flexneri TGT konserviert. Anstelle von Tyr106 enthalten diese
beiden Enzyme ein Phenylalanin.
2.6.3 tRNA Bindung durch Z. mobilis TGT
Das minimale tRNA-Motiv, dass von E. coli TGT erkannt wird, ist die Basenfolge
UGU in einer tRNA-Schleife bestehend aus sieben Basen (Abb. 2.8.I) [Kung & Garcia,
1998]. Natu¨rlich kommt diese Basenfolge an Position 33 - 35 bestimmter tRNAs vor.
Eine konstruierte Antikodon-Schleife, die die Basenfolge an Position 34 - 36 entha¨lt,
wird aber ebenfalls als Substrat erkannt [Nonekowski & Garcia, 2001]. Alle weiteren
Konstrukte dieser Studie, die die Basenfolge an anderen Positionen enthielten, waren
inaktiv. Die natu¨rliche tRNA, die UGU an Position 34 - 36 entha¨lt, ist tRNAThr.
Diese wird von TGT nur erkannt, wenn sie statt U33 Cystein entha¨lt. U33 ist in
allen tRNAs invariant und beeinflusst die Konformation der Antikodon-Schleife. Dass
tRNAThr nur nach Austausch von U33 gegen Cystein erkannt wird, deutet darauf hin,
dass die Konformation der Antikodon-Schleife die Erkennung von tRNA durch TGT
beeinflusst.
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Abb. 2.7 Aktives Zentrum von Z. mobilis TGT. (I) Apo-From der TGT. Tyr106 ver-
schließt die Tasche, indem seine Seitenkette Wasserstoffbru¨cken zu Asp156 und Gln203
ausbildet. (II, III) Bindungsmodus von preQ1 im aktiven Zentrum der Z. mobilis
TGT (II) Ausschnitt aus der Kristallstruktur (III) Schematische Darstellung; preQ1
ist zwischen den Seitenketten von Met260 und Tyr106 interkaliert. Des Weiteren
geht preQ1 Wasserstoffbru¨cken zu Ser103, Asp156, Gln203, Gly230 und Leu231 so-
wie drei Wassermoleku¨len ein. (Abbildung III entnommen von http://www.embl-
heidelberg.de/ExternalInfo/suck/tgt/tgt.html)
Nicht erkannte tRNAs enthalten, außer der nicht vorhandenen UGU-Sequenz, keine
Elemente, die eine tRNA-Bindung verhindern [Kung et al., 2000]. Dies deutet darauf-
hin, dass fu¨r die spezifische Erkennung nur ein Teil der Antikodon-Schleife erforderlich
ist.
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Abb. 2.8 (I) Unmodifizierte Vollla¨ngen-E. coli tRNATyr. TGT erkennt spezifisch die Ba-
senfolge UGU. Guanin 34 wird gegen preQ1 bzw. Queuin ausgetauscht. (II) Modell der
Wechselwirkung zwischen tRNA und Z. mobilis TGT. Positiv geladene Bereiche
sind blau eingefa¨rbt, negativ geladene rot. Die TGT besitzt eine elektrostatische Bipolari-
ta¨t zwischen der positiv geladenen Zink bindenden Doma¨ne und dem Zentrum des Fasses
mit der negativ geladenen preQ1-Bindestelle. Die Basen der Antikodon-Schleife binden
in der negativ geladenen Region. Das Zucker-Phosphat-Ru¨ckgrat geht Wechselwirkungen
mit der positiv geladenen Region ein. (Abbildung II entnommen von http://www.embl-
heidelberg.de/ExternalInfo/suck/tgt/tgt.html)
Um den Reaktionsmechanismus der TGT na¨her zu untersuchen, wurde eine tRNA-
Schleife konstruiert, die 2’-Desoxy-G an Position 34 enthielt [Nonekowski et al., 2002].
Dieses Konstrukt zeigt eine sehr hohe Aktivita¨t mit TGT. Folglich ist die 2’-Hydroxyl-
gruppe von G34 fu¨r die Katalyse und Affinita¨t nicht erforderlich. Erstaunlicherweise
werden von TGT sogar Schleifen erkannt, die komplett aus DNA bestehen, allerdings
nur, wenn statt Thymidin 2’-Desoxyuridin verwendet wird.
Bis heute ist es nicht gelungen, die Struktur der TGT im Komplex mit tRNA aufzukla¨-
ren. Auf der Basis von TGT·preQ1 wurde von Romier et. al [Romier et al., 1996b] ein
Modell der tRNA-Bindung an die TGT entwickelt (Abb. 2.8.II). Da preQ1 spezifisch an
der C-terminalen Seite des Fasses erkannt wird, muss auch die Antikodon-Schleife der
tRNA in dieser Region binden. Diese Seite zeigt eine auffa¨llige elektrostatische Bipo-
larita¨t. Im Zentrum des Fasses befinden sich die negativ geladene preQ1-Bindetasche,
wa¨hrend die Zink bindende Doma¨ne positiv geladen ist. Die Struktur der tRNAAsp,
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die der Kristallstruktur eines Aspartyl-tRNA-Synthetase-Komplexes entnommen wur-
de [Ruff et al., 1991], konnte so auf die TGT-Oberfla¨che gedockt werden, dass sich
die vergrabene Fla¨che und die elektrostatische Komplementarita¨t maximieren ließen.
Das Modell zeigt Wechselwirkungen zwischen der positiv geladenen Zink bindenden
Doma¨ne und dem Phosphat-Ru¨ckgrat der Antikodonschleife, wobei das Guanin-34 im
Bereich der preQ1-Bindestelle interagiert.
2.7 Struktur der archaebakteriellen TGT
Das N-terminale Ende der archaebakteriellen TGT ist homolog zur Z. mobilis TGT auf-
gebaut [Romier et al., 1997]. Allerdings betra¨gt die Sequenzhomologie lediglich 25 %.
Zusa¨tzlich zu dieser katalytischen Doma¨ne besitzen archaebakterielle TGTs eine C-
terminale Region bestehend aus ca. 300 Aminosa¨uren. Dieser Unterschied ist wahr-
scheinlich durch die unterschiedliche tRNA-Erkennung der beiden Enzyme bedingt.
Prokaryontische TGT erkennt die Antikodon-Schleife bestimmter tRNAs, wohingegen
archaebakterielle TGTs die tRNA in Position 15 der D-Schleife modifizieren [Ishitani
et al., 2002].
Im Kontext dieser Arbeit ist die Bindetasche der archaebakteriellen TGT interessant.
2.7.1 Aktives Zentrum der P. horikoshii TGT
Die Kristallstruktur der Pyrococcus horikoshii TGT wurde vor Kurzem mit einer Auf-
lo¨sung von 2,3 A˚ bestimmt [Ishitani et al., 2002]. In der apo-Struktur ist im Gegensatz
zur Z. mobilis TGT ein Teil der Bindetasche (Aminosa¨uren 97 - 106, entspricht 104 -
113 in der Z. mobilis TGT) ungeordnet. Nach der Bindung von Guanin oder preQ0
geht dieser Bereich gro¨ßten Teils in eine geordnete Struktur u¨ber.
Im Vergleich zur Z. mobilis TGT sind vier der sieben Aminosa¨uren, die eine direkte
Wechselwirkung zum Liganden eingehen, identisch (Abb. 2.9). Der Aminopyrimidinon-
Teil des Substrats bildet zu Ser98, Asp130, Gln169 und Gly196 dieselben Wasserstoff-
bru¨cken aus, wie sie auch in der Z. mobilis TGT gefunden werden (Ser103, Asp156,
Gln203 und Gly230). Die beiden hydrophoben Aminosa¨uren Met260 und Tyr106 der Z.
mobilis TGT sind gegen Phenylalanin 99 bzw 229 ausgetauscht. Die pi-Wechselwirkung
zum Substrat wird dadurch nicht vera¨ndert. Des Weiteren ist (Leu231 Z. mobilis TGT)
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Abb. 2.9 Aktives Zentrum der P. horikoshii TGT im Komplex mit preQ0 (I) bzw. Gua-
nin (II). (I) Der Aminopyrimidinon-Teil des Substrats bildet zu Ser98, Asp130, Gln169
und Gly196 dieselben Wasserstoffbru¨cken wie in der Z. mobilis TGT aus. Die beiden hy-
drophoben Aminosa¨uren Met260 und Tyr106 der Z. mobilis TGT sind gegen Phenylalanin
99 und 229 ausgetauscht. Die Amid-Bindung zwischen Val197 und Val198 ist im Vergleich
zur Peptidbindung zwischen Leu231 und Ala232 in der Z. mobilis TGT umgeklappt. Die
NH-Gruppe von Val198 geht eine Wasserstoffbru¨cke zur Nitrilgruppe des Liganden ein.
Die Seitenkette von Asp95 ist zum Liganden hingedreht. (II) Im Komplex mit Guanin
tritt anstelle der Nitrilgruppe von preQ0 ein Wassermoleku¨l. Dieses vermittelt den Kontakt
zwischen Val198 und dem Liganden.
gegen Val197 (P. horikoshii TGT) ersetzt. In diesem Bereich der Bindetasche tritt eine
interessante Vera¨nderung auf. Im Vergleich zur Z. mobilis TGT im Komplex mit preQ1
[Romier et al., 1996b] ist die Peptidbindung zwischen Val197 und Val198 (Leu231 und
Ala232 in Z. mobilis TGT) umgeklappt. Dadurch zeigt die Carbonylgruppe von Val197
im Gegensatz zur Carbonylgruppe von Leu231 aus der Bindetasche heraus. Die in der
Sequenz folgende NH-Gruppe von Val198 ist in die Bindetasche gedreht. Das hat zur
Folge, dass die Nitrilgruppe (Wasserstoffbru¨cken-Akzeptor) des natu¨rlichen Substrats
preQ0 eine Wasserstoffbru¨cke zu Val198 eingehen kann. Die NH2-Gruppe (Wasserstoff-
bru¨cken-Donor) von preQ1 hingegen geht eine Wasserstoffbru¨cke zur Carbonylgruppe
von Leu231 ein. In der Struktur der archaebakteriellen TGT im Komplex mit Gua-
nin tritt an Stelle der Nitrilgruppe des preQ0 ein Wassermoleku¨l, welches den Kontakt
zwischen Val198 und dem Liganden vermittelt (Abb. 2.9.II). Die A¨nderung in diesem
Bereich ist wahrscheinlich dafu¨r verantwortlich, das preQ1 nicht als Substrat der ar-
chaebakteriellen TGT akzeptiert wird (vgl. Tab. 2.1)
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Als weiterer Unterschied ist die Seitenkette des katalytischen Asp95 (Asp102 in Z.
mobilis TGT) zum Liganden gewandt und geht eine gegabelte Wasserstoffbru¨cke zur
exocyclischen Aminogruppe sowie zum N3 des Substrats ein.
2.8 Eukaryontische TGT
Eukaryontische TGT katalysiert den irreversiblen Austausch von Guanin in bestimm-
ten tRNAs gegen Queuin (Kapitel 2.5). Im Gegensatz zu Prokaryonten ko¨nnen Eu-
karyonten Queuin nicht De novo synthetisieren, sondern mu¨ssen es mit der Nahrung
aufnehmen. Die physiologische Rolle von Queuin ist weitgehend unklar. Es gibt Hin-
weise darauf, dass Queuin an Differenzierungs-, Proliferations- und Signal-Prozessen
sowie an der Antwort auf oxidativen Stress beteiligt ist [Bjo¨rk & Rasmuson, 1998]. Von
besonderem Interesse ist, dass tRNA von Tumorzellen in Bezug auf Queuin oft
”
unter-
modifiziert“ ist (zu wenig Queuin entha¨lt). Andererseits erbrachte eine neuere Studie,
dass die Expressionsraten von TGT in Tumorzellen ho¨her als in normalen Zellen sind
[Ishiwata et al., 2001].
Die DNA-Sequenz der humanen TGT ist vor kurzem vero¨ffentlicht worden [Deshpan-
de & Katze, 2001]. Sie besitzt eine Sequenzidentita¨t von 43 % zur Z. mobilis TGT.
Zur Zeit werden Anstrengungen unternommen, dass Protein zu u¨berexprimieren und
aufzureinigen. Ein Kristallstruktur ist folglich noch nicht bestimmt worden.
Basierend auf der Kristallstruktur von Z. mobilis TGT wurde von Romier et al. [1997]
die Struktur der eukaryontischen TGT von C. elegans modelliert. Im aktiven Zentrum
sind nur wenige Aminosa¨uren ausgetauscht. Keinen Einfluss auf die Erkennung von
preQ1 sollte der Austausch von Cys158 (Z. mobilis Nummerierung) gegen Valin haben
(Abb. 2.7). Entscheidend hingegen ist, dass Val233 (Z. mobilis Nummerierung) gegen
Glycin ersetzt ist. Dadurch wird die Bindetasche vergro¨ßert, so dass der Cylopentendiol-
Ring von Queuin gebunden werden kann.
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2.9 Inhibitoren der TGT
2.9.1 Studien mit prokaryontischer TGT
In einer Studie wurde die Substratspezifita¨t der E. coli TGT gegenu¨ber einer Reihe
von Guanin- bzw. Deazaguanin-Derivaten untersucht [Hoops et al., 1995b]. Das Enzym
zeigte eine Toleranz gegenu¨ber relativ kleinen Substituenten (R = H, CN, Me, CH2NH2,
CH2OH, CONH2) an der 5-Position des 2-Aminopyrrolo[2,3-d]pyrimidin-4(3H )-on-Ge-
ru¨stes (1). Die aufgefu¨hrten Verbindungen ko¨nnen u¨ber ihre freie 7-NH-Gruppe an
Position 34 der tRNA eingebaut werden und sind daher pra¨ziser als kompetitive Sub-
strate zu bezeichnen.
1 2 3
Abb. 2.10 Inhibitoren der E. coli TGT. Das Enzym zeigte eine Toleranz gegenu¨ber relativ
kleinen Substituenten (R = H, CN, Me, CH2NH2, CH2OH, CONH2) an der 5-Position des
2-Aminopyrrolo[2,3-d]pyrimidin-4(3H )-on-Geru¨stes. 7-Methylguanin (2) verha¨lt sich im
Gegensatz zu 2-Amino-5-methyl-7H -pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-4(3H )-onen als kompetitiver
Inhibitor. Verbindung 3 aktiviert E. coli TGT irreversibel.
Das natu¨rliche Substrat preQ1 zeigte erwartungsgema¨ß den kleinsten apparenten Ki-
Wert (0,2 µM) in dieser Serie. Auch preQ0, das natu¨rliche Substrat archaebakterieller
TGT, besitzt eine hohe Affinita¨t (Ki = 0,8 µM). Die niedrigste Affinita¨t besitzt 2-
Amino-5-methyl-7H -pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-4(3H )-on (Ki = 506 µM). Die beobachte-
te Abnahme der Affinita¨ten in dieser Serie wurde mit dem Einfluss der Substituenten
in 5-Position auf den pKa-Wert der 7-NH-Gruppe interpretiert. Im Einklang mit dem
postulierten Mechanismus [Romier et al., 1996c; Kittendorf et al., 2001] fo¨rdert ein
Elektronen ziehender Substituent in 5-Position die Deprotonierung der 7-NH-Gruppe
und erleichtert damit die SN2-Reaktion fu¨r den Basenaustausch [Hoops et al., 1995b].
7-Methylguanin (2) verha¨lt sich im Gegensatz zu 2-Amino-5-methyl-7H -pyrrolo[2,3-
d]pyrimidin-4(3H )-onen als kompetitiver Inhibitor. Der apparente Ki-Wert ist mit
2,1 µM etwas niedriger als der von Guanin (4,9 µM) [Hoops et al., 1995b].
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Das 5-Fluormethyl-Derivat von 2-Aminopyrrolo[2,3-d]pyrimidin-4(3H )-on (3) wurde
als substratanaloger Inhibitor (Ki = 114 µM) entwickelt [Hoops et al., 1995a]. Er in-
aktiviert die E. coli TGT irreversibel. Der Mechanismus dieser Inaktivierung sowie die
im Protein befindliche nukleophile Gruppe, die offensichtlich unter Abspaltung eines
Fluorids zur Ausbildung einer kovalenten Bindung mit 3 fu¨hrt, sind nicht bekannt.
Tab. 2.2 Rational entworfene Inhibitoren der Z. mobilis TGT.
Nr. Struktur Ki [µM ] Kristallstruktur
4 8,3 ± 0,4 1,95 A˚
5 0,2 ± 0,1 1,85 A˚
6 4,8 ± 0,3 -
7 2,1 ± 1,4 1,8 A˚
8 0,3 ± 0,1 1,95 A˚
9 9,3 -
10 54 ± 14 2,1 A˚
11 38 ± 1 1,4 A˚
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In einer anderen Studie wurde ein rationales Design von Inhibitoren der Z. mobilis
TGT durchgefu¨hrt [Gra¨dler, 2000; Gra¨dler et al., 2001].
Mit dem De novo Design-Programm LUDI [Bo¨hm, 1992a] wurde 4 (Tab. 2.2) als In-
hibitor mit einem Ki-Wert im unteren mikromolaren Bereich (8,3 µM) gefunden. Die
Kristallstruktur von 4 im Komplex mit Z. mobilis TGT wurde mit einer Auflo¨sung
von 1,95 A˚ bestimmt. Der Ligand bildet dieselben Wasserstoffbru¨cken zum Protein wie
das natu¨rliche Substrat preQ1 aus (Abb. 2.7). Ausgehend von dieser Kristallstruktur
wurden die weiteren Inhibitoren 5 - 11 entworfen. Durch eine zusa¨tzliche Aminogruppe
(5) wurde die Affinita¨t von 4 um den Faktor 40 gesteigert. Diese Aminogruppe geht
Wasserstoffbru¨cken zu einemWassermoleku¨l ein. Durch Anfu¨gen von geeigneten Resten
(10, 11) wurde versucht, die polare Tasche, die aus Asp280, Asp102 und Asn70 gebil-
det wird, zu fu¨llen (Abb. 2.11). Allerdings konnte dadurch die Bindungsaffinita¨t nicht
gesteigert werden. Dies wurde durch repulsive Wechselwirkungen des ungeladenen Tri-
azolrests, der an den Benzpyridazindion-Grundko¨rper angeknu¨pft wurde, erkla¨rt. Die-
ser Rest war in den Kristallstrukturen der Komplexe ungeordnet. Außerdem fu¨hrt die
vermutlich repulsive Wechselwirkung zu einer Aufweitung der Wasserstoffbru¨cken zwi-
schen der exocyclischen Aminogruppe und der Carbonylgruppe von Leu231. Daraus
wurde geschlossen, dass diese Wasserstoffbru¨cke einen großen Beitrag zur Bindungs-
energie gut bindender Liganden liefert.
Abb. 2.11 U¨berlagerungen der Kristallstrukturen von Z. mobilis TGT im Komplex mit 8
(gru¨nblau), 10 (violett) und 11 (gru¨n). (Abb. entnommen von Gra¨dler et al. [2001]).
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Eine Verbindung mit ankondensierten Phenylring (8) besitzt eine Aminogruppe in einer
geeigneten Position, um die Wasserstoffbru¨cke zu Leu231 wieder auszubilden (Abb.
2.11). Ihr Ki-Wert liegt mit 0,3 µM im submikromolaren Bereich.
Aus dieser Studie wurde geschlossen, dass die Orientierung einer Donorgruppe zu
Leu231 ein wichtiges Kriterium fu¨r das Design weiterer Derivate von 4 ist, die eine
geeignetere Wasserstoffbru¨cken-Geometrie im Bereich von Asp280, Asp102 und Asn70
ausbilden ko¨nnen.
2.9.2 Studien mit eukaryontischer TGT
Fu¨r eukaryontische TGT wurden bisher noch keine Inhibitoren entworfen. Es wurden
aber Bindungsstudien mit eukaryontischer TGT aus verschiedenen Organismen mit
substrata¨hnlichen Inhibitoren durchgefu¨hrt.
Als Substrat der TGT aus Rattenleber wurden 6-Thioguanin und 8-Azaguanin be-
schrieben [Shindo-Okada et al., 1980].
Pterine konnten als kompetitive Inhibitoren der TGT aus Kaninchen-Erythrozyten
identifiziert werden, wobei Pterin selbst eine hohe Affinita¨t (Ki = 90 nM) in vitro zeig-
te [Jacobson et al., 1981]. Dagegen hatte Biopterin in vivo eine ho¨here Affinita¨t als
Pterin. Tetrahydropterin war wiederum affiner als Biopterin gegenu¨ber TGT aus LM-
Zellen (kultivierte Sa¨ugerzellen). Die unterschiedlichen Inhibitionseffekte wurden mit
dem Oxidationszustand der Biopterine in Zusammenhang gebracht [Kersten, 1983].
In einer weiteren Studie wurden Purine und Pyrimidine als Inhibitoren der TGT als
Inhibitoren der TGT aus Kaninchen Retikulozyten getestet [Farkas et al., 1984]. Es
wurde gefunden, dass die NH2-Gruppe in 2-Position und die Carbonylgruppe in 6-
Position des 2-Aminopyrrolo[2,3-d]pyrimidin-4(3H )-on-Geru¨stes (1) essentiell fu¨r die
Interaktion der Inhibitoren sind. Darunter zeigte 8-Azaguanin die ho¨chste Affinita¨t
(Ki = 23 nM).
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3 Ergebnisse und Diskussion
3.1 Ansa¨tze zur Entwicklung eines Testsystems zur
Bestimmung von Bindungskonstanten von
Inhibitoren der TGT
Das Enzym TGT katalysiert den Basenaustausch von Guanin in der wobble position
bestimmter tRNAs gegen die modifizierte Base preQ1 (Kapitel 2.5, Abb. 2.5). Neben
preQ1 wird auch Guanin als Substrat von der TGT akzeptiert (Tab. 2.1). Diese Ei-
genschaft nutzt der derzeitig durchgefu¨hrte Assay aus (Kapitel 5.2.8.1, Curnow et al.
[1993]). Dazu wird als freie Base [8-3H]-Guanin zugesetzt. Durch den Einbau von [8-3H]-
Guanin in die tRNA wird diese radioaktiv markiert. Aus der Auftragung der Zunahme
der Radioaktivita¨t gegen die Zeit kann dann die Inhibitionskonstante bestimmt werden.
Wegen der Verwendung radioaktiver Materialien ist dieses Testsystem sehr kostspielig
(ca. 20 ¿ pro Ki-Wert-Bestimmung ohne Beru¨cksichtigung der Kosten fu¨r die tRNA).
Zudem ist der Assay sehr zeitintensiv. Nicht in die tRNA eingebautes [8-3H]-Guanin
muss durch aufwa¨ndige Spu¨lschritte entfernt werden. An einem Arbeitstag ko¨nnen
so deshalb maximal sechs Ki-Werte bestimmt werden. Da die Ki-Werte eines Inhibi-
tors mindestens zweifach bestimmt werden, ko¨nnen deshalb nur fu¨r drei Verbindungen
pro Tag Affinita¨tsdaten ermittelt werden. Außerdem ist zur Bestimmung der Inhibiti-
onskonstanten tRNA erforderlich. Diese muss aufwa¨ndig in vitro transkribiert werden
(Kapitel 5.2.7).
Des Weiteren ist eine reversible Enzymhemmung ein sehr komplexer Vorgang, in den
mehrere Gleichgewichtskonstanten involviert sind (Gleichung 3.1) [Fersht, 1985; Cope-
land, 1996; Bisswanger, 2000]. In dieser Gleichung ist KS die Gleichgewichtskonstante
fu¨r die Bildung des Enzym-Substrat-Komplexes (ES) aus dem freien Enzym (E) und
dem freien Substrat (S), Ki die Dissoziationskonstante (auch als Inhibitionskonstante
bezeichnet) des Enzym-Inhibitor-Komplexes (EI) und kP die Geschwindigkeitkonstan-
te fu¨r die Produktbildung aus dem ES- oder Enzym-Inhibitor-Substrat(ESI)-Komplex.
Der Faktor α spiegelt den Einfluss des Inhibitors auf die Affinita¨t des Enzyms fu¨r das
Substrat und den Einfluss des Substrats auf die Affinita¨t des Enzyms fu¨r den Inhibitor
wider, der Faktor β die A¨nderung der Geschwindigkeit der Produktbildung durch den
Inhibitor. Die Bestimmung der Inhibitionskonstanten ist deshalb vom Inhibitionstyp
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abha¨ngig. Kompetitive Inhibitoren binden direkt an die Substratbindestelle des En-
zyms. Bei einer kompletten kompetitiven Inhibition betragen die Faktoren α und β
jeweils 0. Nicht-kompetitive Inhibitoren binden mit gleicher Affinita¨t an den das freie
Enzym und den Enzym-Substrat-Komplex. In diesem Fall ist α = 1 und β = 0. Inhibi-
toren dieses Typs binden an eine Stelle des Enzyms, die entfernt von der Substratbin-
destelle ist. Unkompetitive Inhibitoren binden wie nicht-kompetitive Inhibitoren nicht
an die Substratbindestelle, aber nur an den ES-Komplex. Folglich ist α > 1 und β = 0.
Des Weiteren gibt es so genannte gemischte Inhibitoren. Diese binden mit unterschied-
licher Affinita¨t an das freie Enzym und an den ES-Komplex. In diesem Fall mu¨ssen
sowohl die Werte fu¨r Ki als auch αKi bestimmt werden. Als seltener Inhibitionstyp
sind partielle Inhibitoren bekannt. Bei diesem Typ la¨uft die Enzym-Reaktion auch mit
gebunden Inhibitor ab, allerdings wesentlich langsamer. Hier ist 0 < β < 1.
E + S
KS
↼−−−−−− ⇁ ES
kP−−−−−→ E + P
+ +
I I
Ki  αKi 
EI + S
αKS
↼−−−−−− ⇁ ESI
βkP
−−−−−→ EI + P
(3.1)
Im Falle der TGT ist das System noch weitaus komplizierter, da zwei Substrate (tRNA
und preQ1 bzw. Guanin) an der Reaktion beteiligt sind. Kinetische Studien mit dem
kompetitiven Inhibitor 7-Methylguanin lassen darauf schließen, dass die tRNA-Bindung
vor der Inhibitor-Bindung erfolgt (G. A. Garcia, perso¨nliche Mitteilung). Allerdings
ko¨nnen Liganden in Abwesenheit von tRNA in Kristalle eindiffundiert werden. Zudem
bindet ein Teil der bekannten Liganden (z. B. 10 und 11, Tab. 2.2 auf Seite 25) in
einen Bereich in der Bindetasche, in den vermutlich auch die Ribose des Guanins in
der wobble position der tRNA bindet. Deshalb sollten diese Liganden entweder in der
Lage sein, die tRNA-Bindung zu verhindern oder die Bindung der tRNA an die TGT
muss mit einer Konformationsa¨nderung einhergehen.
Zur Bestimmung der Ki-Werte der Z. mobilis TGT wird von einer kompetitiven Hem-
mung ausgegangen (Kapitel 5.2.8.2). Eine Bestimmung des Inhibitionstyp ist mit die-
sem Assay wegen der großen Fehler der Messwerte aber nicht mo¨glich. Das Problem,
dass ohne genaue Kenntnis des Inhibitionstyp eigentlich kein Ki-Wert bestimmt werden
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kann, kann umgangen werden, wenn anstelle der Enzymreaktion nur die Bindung bzw.
Dissoziation des Liganden gemessen wird.
Aus den eben angefu¨hrten Gru¨nden sollte deshalb ein Bindungsassay fu¨r Inhibitoren
der Z. mobilis TGT entwickelt werden. Idealerweise sollte dieser Assay ohne tRNA
auskommen.
3.1.1 Fluoreszenzspektroskopische Untersuchungen zur
Bestimmung von Bindungskonstanten
Eine sehr empfindliche Methode, die oft zur Bestimmung von Bindungskonstanten ver-
wendet wird, ist die Fluoreszenzspektroskopie [Ward, 1985; Eftink, 1997]. Dabei kann
sowohl die durch die Ligandbindung hervorgerufene A¨nderung der Fluoreszenzeigen-
schaften des Rezeptors als des Liganden verfolgt werden. In dieser Arbeit wurden beide
Strategien angewendet.
Die Fluoreszenz einer Verbindung kann durch ihr Anregungs- und Emissionsspektrum,
ihre Quantenausbeute, ihre Anisotropie sowie die Lebensdauer beschrieben werden.
Außerdem kann die Fluoreszenz einer Verbindung durch verschiedene Fluoreszenz-
unterdru¨cker (
”
Quencher“, z. B. Elektronen-Akzeptoren, -Donoren, Energietransfer-
Akzeptoren) vermindert werden. Bedingt durch diese Vielzahl an Parametern ist die
Fluoreszenz stark umgebungsabha¨ngig. Bei der Bindung eines Liganden an seinen Re-
zeptor kommt es deshalb oft zu einer A¨nderung der Fluoreszenz. Falls diese A¨nderung
groß genug ist, um gemessen werden zu ko¨nnen, kann daraus die Bindungskonstante
berechnet werden.
3.1.1.1 A¨nderung der Fluoreszenz des Proteins
Natu¨rliche fluoreszierende Aminosa¨uren sind Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin,
wobei die Fluoreszenz-Quantenausbeute von Tryptophan am ho¨chsten ist (0,20 im Ver-
gleich zu 0,14 von Tyrosin und 0,04 von Phenylalanin). Die Tryptophan-Fluoreszenz
kann mit Licht der Wellenla¨ngen 280 - 295 nm angeregt werden. Die Emission erfolgt
je nach Umgebung der Aminosa¨ure von 308 nm fu¨r vergrabene Tryptophane bis zu
350 nm fu¨r Wasser zuga¨ngliche Tryptophan-Reste in ungefalteten Proteinen. Durch
die Bindung eines Liganden in der Na¨he dieser fluoreszierenden Aminosa¨uren wird
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deren Mikroumgebung vera¨ndert, was wiederum Auswirkungen auf ihre Fluoreszenzei-
genschaften hat.
In der Bindetasche der Z. mobilis TGT befindet sich Tyr106 (Abb. 2.7 auf Seite 18).
In der apo-Form verschließt die Seitenkette dieser Aminosa¨ure die Bindetasche durch
Wasserstoffbru¨cken zu Asp156 und Gln203. Nach der Ligandbindung werden diese Was-
serstoffbru¨cken geo¨ffnet. Der Aromat von Tyr106 geht dann eine pi-Wechselwirkungen
zum Liganden ein. Dadurch wird die direkte Umgebung des Tyrosin durch die Bindung
stark vera¨ndert. Dies geht mit hoher Wahrscheinlichkeit mit einer A¨nderung der Fluo-
reszenzeigenschaften einher. Allerdings ist die Quantenausbeute von Tyrosin geringer
als die von Tryptophan. Da die Z. mobilis TGT vier Tryptophane entha¨lt, wu¨rde eine
A¨nderung der Fluoreszenzeigenschaften von Tyrosin vermutlich im Rauschen unterge-
hen. Aus diesem Grund wurde in einer vorangegangen Arbeit Tyr106 zu Tryptophan
mutiert [Gra¨dler, 2000]. In dieser Arbeit wurde auch gezeigt, dass die Y106W-Variante
der TGT a¨hnliche kinetische Parameter wie das Wildtyp-Enzym besitzt.
Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit wurde versucht, die Bindungskonstanten von
Inhibitoren der TGT mit diesem mutierten Protein zu bestimmen. Dazu wurde sowohl
der Ligand mit dem Enzym titriert als auch umgekehrt. In beiden Fa¨llen konnte keine
A¨nderung der Fluoreszenzintensita¨t gemessen werden.
Ein Grund hierfu¨r ko¨nnte sein, dass die Seitenkette von Trp106 im Gegensatz zur Sei-
tenkette von Tyr106 sowohl vor als auch nach der Ligandbindung keinen definierten
Bindungsmodus einnimmt [Gra¨dler, 2000]. Demnach ist die Umgebungsa¨nderung die-
ser Aminosa¨ure bei der Bindung geringer als urspru¨nglich erwartet. Zudem besitzt die
Y106F-TGT zusa¨tzlich zum mutierten Trp106 noch vier weitere Tryptophane. Die ma-
ximale A¨nderung betra¨gt also etwa 25 % vom Ausgangswert. Außerdem besitzen alle
bekannten Liganden ein aromatisches System. Das fu¨hrt dazu, dass sie selbst bei der
Anregungswellenla¨nge des Tryptophans Licht absorbieren. Dieser so genannte
”
innere
Filter-Effekt“ muss rechnerisch oder experimentell ausgeglichen werden [Birdsall et al.,
1983].hier sowieso nur ein kleiner Unterschied in der Fluoreszenza¨nderung zu erwarten
war, kann es sein, dass das Messsignal im Rauschen untergegangen ist.
Es ist auch denkbar, dass unter den verwendeten Bedingungen keine Bindung statt-
findet. Es wurde zwar derselbe Puffer wie bei den kinetischen Messungen verwendet
(Kapitel 5.2.8.2), aber keine tRNA zugesetzt. Bis heute ist nicht gekla¨rt, ob vor der
Ligandbindung zuna¨chst tRNA gebunden haben muss oder ob der Ligand auch ohne
tRNA ohne Affinita¨tsverlust bindet. Das Absorptionsmaximum von tRNA liegt bei
260 nm. Da diese im U¨berschuss zugesetzt werden muss, ist die Absorption der tRNA
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bei 280 nm so hoch, dass die durch den inneren Filter-Effekte die Proteinfluoreszenz
komplett gelo¨scht wird. Deshalb kann durch Messung der Proteinfluoreszenz der Ein-
fluss der tRNA auf die Bindung nicht untersucht werden.
3.1.1.2 A¨nderung der Fluoreszenz des Liganden
Aus den selben Gru¨nden wie auf Proteinseite kann es auch bei der Bindung eines Ligan-
den zur A¨nderung dessen Fluoreszenz kommen. Ist der Kd-Wert eines fluoreszierenden
Liganden bekannt, so kann durch eine Verdra¨ngungstitration dieses Liganden durch
einen (nicht fluoreszierenden) Liganden mit unbekannten Kd-Wert dessen Bindungs-
konstante ermittelt werden (siehe z. B. Epps et al. [1999]).
Der Grundko¨rper der in Kapitel 3.5 vorgestellten Chinazolinone fluoresziert. Verbin-
dung 56 (Tab 3.14 auf Seite 89) besitzt Anregungsmaxima bei 240, 270 und 360 nm
sowie ein Emissionsmaximum bei 460 nm (Abb. 3.1). Um einen inneren Filter-Effekt
durch TGT zu vermeiden (Absorption bei ca. 280 nm), wurde fu¨r die Messungen mit
diesem Liganden eine Anregungswellenla¨nge von 360 nm gewa¨hlt. Aber auch hier konn-
te nach Titration des Enzyms mit Ligand und vis versa keine A¨nderung der Fluoreszenz
gemessen werden. Die Anregungswellenla¨nge von 360 nm erlaubte es, dass den Mes-
sungen tRNA zugefu¨gt werden konnte. Aber auch dies hatte keinen Einfluss auf die
Fluoreszenz.
Eine mo¨gliche Erkla¨rung wa¨re, dass die A¨nderung der Fluoreszenz relativ klein ist und
daher im Rauschen untergeht. Deshalb wurde an den Chinazolinon-Grundko¨rper ein
Fluorophor angeknu¨pft, der sensibel auf Umgebungsa¨nderungen reagieren sollte.
Ein bekannter sehr kleiner Fluorophor ist N-Methylanthranilsa¨ure (MANT, Abb. 3.2)
[Molecular-Probes]. Das Anregungsmaximum dieser Verbindung betra¨gt 356 nm, das
Emissionsmaximum liegt bei 448 nm. Nach der Bindung an ein Protein nimmt die
Fluoreszenzquantenausbeute zu und das Emissionsmaximum wird um 10 - 20 nm in
den ku¨rzer welligen Bereich verschoben.
Modellierungen mit Moloc [Moloc] haben jedoch gezeigt, dass ein Chinazolin, an das
der MANT-Rest angebracht worden ist, vermutlich nicht das aktive Zentrum der TGT
binden kann. Die N-Methylgruppe wu¨rde wahrscheinlich aus sterischen Gru¨nden sto¨ren.
Deshalb wurde auf sie verzichtet. Die von E. Meyer (ETH Zu¨rich) synthetisierte Verbin-
dung (12, Abb 3.2) besitzt einen Ki-Wert von 1,5 ± 0,3 µM. Die Inhibitionskonstante
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Abb. 3.1 Fluoreszenzspektren von 12 (Abb.3.2) und 56 (Tab. 3.14 auf Seite 89). a - c)
Anregungsspektren; d - f) Emissionsspektren a) Anregungsspektrum von 12, gemessen bei
einer Emissionswellenla¨nge von 390 nm (Slit 5 und 10 nm). b), c) Anregungsspektren von
56 (b) und 12 (c), gemessen bei einer Emissionswellenla¨nge von 456 nm (Slit 3 und 5
nm). b) Emissionsspektrum von 12, gemessen bei einer Anregungswellenla¨nge von 308 nm
(Slit 5 und 10 nm). b), c) Emissionsspektren von 56 (b) und 12 (c), gemessen bei einer
Anregungswellenla¨nge von 350 nm (Slit 5 und 10 nm). Die Fluoreszenzeigenschaften des
Anthranilsa¨ureresters von 12 u¨berlagern sich mit denen des Chinazolinon-Grundko¨rpers.
Die Fluoreszenzintensita¨t der Anthranilsa¨ureresters ist geringer als die des Chinazolinon-
Grundko¨rpers.
fa¨llt damit in einen fu¨r einen Verdra¨ngungsassay akzeptablen Bereich. Fluoreszenz-
spektroskopische Untersuchungen von 12 haben aber ergeben, dass die Fluoreszenzin-
tensita¨t der Anthranilsa¨ure geringer ist als die des Chinazolinon-Grundko¨rpers (Abb.
3.1). Die vorteilhaften Eigenschaften der Anthranilsa¨ure werden deshalb von den Fluo-
reszenzeigenschaften des Grundko¨rpers u¨berdeckt. Auch mit dieser Verbindung konnte
folglich keine TGT-Bindung gemessen werden.
Eine mo¨gliche Alternative wa¨re es, den MANT-Fluorophor an einen anderen Grund-
ko¨rper (Kapitel 3.4 und 3.7) anzufu¨gen, dessen Fluoreszenzeigenschaften sich nicht mit
denen des MANT-Restes u¨berlagern.
Anstelle eines anderen Grundko¨rpers ko¨nnte auch ein anderer Fluorophor verwendet
werden. Allerdings sind andere ha¨ufig fu¨r solche Zwecke eingesetzte Fluorophore (z. B.
Fluorescein oder BODIPY) sterisch sehr anspruchsvoll, so dass zwischen Grundko¨rper
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MANT 12
Abb. 3.2 N-Methylanthranilsa¨ure (MANT) und die fluoreszenzmarkierte Chinazolinon-
Verbindung 12.
und Ligand ein ausreichend langes Zwischenstu¨ck (
”
Spacer“) angebracht werden muss.
Dies geht vermutlich mit einem erho¨hten Ki-Wert des fluoreszenzmarkierten Liganden
einher.
3.1.2 Oberfla¨chen-Plasmon-Resonanz-spektroskopische
Untersuchungen
Die Oberfla¨chen-Plasmon-Resonanz Spektroskopie (SPR-Spektroskopie) ist eine relativ
neue Technik zur zeitaufgelo¨sten Messung von Wechselwirkungen zwischen Moleku¨len
[Rich & Myszka, 2000]. Dabei wird der eine Bindungspartner auf einen Chip, der mit
einer Goldfolie beschichtet ist, aufgebracht und der andere Partner daru¨ber gespu¨lt.
Durch die Bindung des mobilen Partners an die immobilisierte Komponente a¨ndert
sich der Brechungsindex der Totalreflexion der Lo¨sung in der Na¨he der Goldfolie. Die
Bindung kann deshalb u¨ber die A¨nderung der Reflexion eines Lichtstrahles an der
Goldfolie detektiert werden.
Diese Methode hat den Vorteil, dass sie sehr schnell arbeitet. Zudem kann dadurch
die Assoziation von der Dissoziation getrennt gemessen werden, so dass die kinetischen
Parameter einer Wechselwirkung zweier Moleku¨le bestimmt werden ko¨nnen.
Das SPR-Signal ist proportional zur der Masse des Analyten, der mit dem zuvor auf
der Folie immobilisierten Bindungspartners wechselwirkt. Standardma¨ßig wird deshalb
der Bindungspartner mit dem niedrigeren Molekulargewicht auf der Goldfolie immo-
bilisiert. Durch die Verbesserung der Sensitivita¨t der Methode ist es mittlerweile auch
mo¨glich, unter bestimmten Umsta¨nden das schwerere Moleku¨l (z. B. ein Protein) zu
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immobilisieren und die Wechselwirkungen mit einem kleinen Liganden in der mobilen
Phase zu messen [Markgren et al., 1998, 2000; Karlsson et al., 2000].
Von Usami et al. [2002] wurde einen Testsystem zur Messungen der Bindung von Li-
ganden an den Estrogen-Rezeptor entwickelt, dass auf der SPR-Spektroskopie beruht.
Dazu wurde Estrogen auf einem Chip immobilisiert. U¨ber diesen Chip wurde eine Lo¨-
sung, die den Estrogen-Rezeptor sowie den Analyten in verschiedenen Konzentrationen
entha¨lt, gespu¨lt. Aus den so erhaltenen Sensogrammen konnten die Kd-Werte der Li-
ganden ermittelt werden.
In Anlehnung an dieses Testsystem wurde versucht, einen Bindungsassay fu¨r Z. mobilis
TGT aufzubauen. Dazu sollte ebenfalls ein Ligand auf einem Goldchip mit einem ge-
eignetem Anker (
”
Linker“) immobilisiert werden. Als Ligand wurde Guanosin gewa¨hlt.
Guanosin ist ein Baustein der tRNA. Bestimmte tRNAs, die Guanin in der wobble
position enthalten, sind Substrate der TGT (Kapitel 2.6.3). Vermutlich bindet dieses
Guanin in dieselbe Bindetasche wie preQ1. Bisher ist es nicht gelungen, die Struktur
der Z. mobilis TGT im Komplex mit Guanin, Guanosin, Guanosinmonophosphat oder
tRNA aufzukla¨ren. Deshalb ist der Bindungsmodus des Guanins, der Ribose sowie der
daran angeknu¨pften Phosphatgruppen nicht bekannt. Modellierungen inMoloc haben
aber gezeigt, dass die Phosphatgruppen vermutlich aus der preQ1-Bindetasche heraus-
ragen. In der tRNA sind die 3’- und 5’-OH-Gruppen der Ribose mit Phosphatgruppen
verestert. Diese beiden Position eignen sich deshalb, um u¨ber einen
”
Spacer“ einen
”
Lin-
ker“ anzubringen. Eine Synthese zum Anbringen eines biotinylierten
”
Linkers“ an die
5’-Position von Adenosin-Derivaten wurde von Golisade et al. [2001] beschrieben. Mit
dem Biotinyl-Rest kann die Verbindung dann auf einen kommerziell erha¨ltlichen mit
Streptavidin beladen Goldchip u¨ber die sehr affine Streptavidin-Biotin-Wechselwirkung
aufgebracht werden.
Analog zu dieser Synthese wurden von C. Herforth (Arbeitsgruppe Prof. A. Link, Phil-
ipps Universita¨t Marburg) Derivate des Guanosins synthetisiert (Tab. 3.1). Durch die
Lage der Bindetasche und der From der TGT bedingt, muss der Abstand zwischen
Guanosin und Biotin mindestens 14 A˚ betragen, um einen sterischen Konflikt zwischen
dem auf dem Chip immobilisierten Streptavidin und der TGT zu vermeiden (Abb.
3.3). Die
”
Linker“ der synthetisierten Guanosin-Derivate haben eine La¨nge von ca. 14
(14), 18 (15), 24 (16) und 23 A˚ (17). Durch die
”
Linker“ wird die Affinita¨t dieser
Verbindungen zur TGT nicht wesentlich beeinflusst. Im Vergleich zu Guanosin (13,
Ki = 5,0 µM) sind die Ki-Werte mit Ki = 7,6 - 13 µM nur leicht erho¨ht.
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Tab. 3.1 Liste der biotinmarkierten Guanosin-Derivate.
Nr. Verbindung Ki [µM ] Nr. Verbindung Ki [µM ]
13 5,0 ± 3,1 16 13 ± 2
14 7,6 ± 0,1 17∗) 9,3 ± 2,8
15 11 ± 7
∗) Diese Verbindung entha¨lt ein Gemisch aus Biotin und Biotinsulfoxid.
Verbindung 15 wurde erfolgreich auf einen Streptavidin-Chip von BIAcore aufgebracht.
Es konnte aber u¨ber einen Zeitraum von 30 Minuten keine Bindung der TGT beob-
achtet werden. Um zu testen, ob eventuell der
”
Linker“ zu kurz gewa¨hlt wurde, wurde
versucht, die Verbindung mit dem la¨ngsten
”
Linker“ in dieser Serie (17) auf einen Chip
aufzubringen. Dies glu¨ckte leider nicht. Ein Grund hierfu¨r ko¨nnte sein, dass die Ver-
bindung z. T. Biotinsulfoxid anstelle von Biotin entha¨lt. Dieses besitzt eine niedrigere
Affinita¨t zu Streptavidin als Biotin.
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Abb. 3.3 Um einen sterischen Konflikt zwischen dem auf dem Chip immobilisierten
Streptavidin und der TGT zu vermeiden, muss die La¨nge des ”Linkers“ min-
destens 14 A˚ betragen.
3.1.3 Zusammenfassung und Ausblick
Der bisher verwendete Assay beruht auf dem Einsatz von radioaktiv markiertem Gua-
nin. Dadurch ist er sehr kostspielig und zeitaufwa¨ndig. Zudem wird tRNA beno¨tigt.
Deshalb sollte ein alternatives Testsystem, das mo¨glichst ohne tRNA auskommt, ent-
wickelt werden.
Sowohl mit Fluoreszenz- als auch mit Oberfla¨chen-Plasmon-Resonanz-spektrosko-
pischen Methoden ist es bisher nicht gelungen, die Bindung von Liganden an die
TGT zu messen.
Im Falle der Fluoreszenz-Untersuchungen kann dies darauf zuru¨ckgefu¨hrt werden, dass
bisher noch kein geeigneter fluoreszenzmarkierter Ligand gefunden wurde. Der hier ver-
wendete Fluorophor (Anthranilsa¨ure) hat den Vorteil, dass er sehr klein ist und deshalb
gut in die Bindetasche der TGT passt. Allerdings u¨berlappt sein Fluoreszenzspektrum
zu stark mit dem des verwendeten Chinazolinon-Grundko¨rpers, so dass keine Fluores-
zenzunterschiede nach der Bindung gemessen werden konnten. Andere oft verwendete
Fluorophore haben den Nachteil, dass sie relativ groß sind. Werden diese an einen
Liganden angeknu¨pft, geht das vermutlich mit einer unerwu¨nschten Verminderung der
Affinita¨t einher.
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Fu¨r SPR-spektroskopische Untersuchungen konnte das mit Biotin markierte Guanosin-
Derivat 15 auf einen BIAcore-Chip aufgebracht werden. Allerdings konnte auch hier
keine Bindung mit der TGT detektiert werden. Um eine Aussage treffen zu ko¨nnen,
ob durch SPR-Untersuchungen mit Guanosin-Derivaten eine TGT-Bindung prinzipiell
messbar ist, mu¨ssen weitere
”
Linker“ getestet werden, bzw. die vorhanden
”
Linker“ mit
Biotin anstelle von Biotinsulfoxid markiert werden.
Zudem ist die Frage zu kla¨ren, ob das Ziel, einen tRNA-freien Assay zu entwickeln, u¨ber-
haupt theoretisch machbar ist. Nicht eindeutig gekla¨rt ist, ob die tRNA-Bindung vor
der Bindung des Inhibitors erfolgen muss. Um dies na¨her zu untersuchen, sollten ent-
weder isothermale titrationskalorimetrische (ITC) oder weitere SPR-spektroskopische
Untersuchungen durchgefu¨hrt werden. Fu¨r die SPR-spektroskopischen Untersuchungen
bietet es sich an, tRNA(-Fragmente) zu immobilisieren und die TGT-Bindung an diese
zu messen. Falls durch die Ligandbindung die tRNA-Bindung unterdru¨ckt wird, ko¨nnte
auch darauf aufbauend ein neues Testsystem entwickelt werden.
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3.2 Mutationsstudie
Ziel dieser Arbeit war es, auf der Struktur der TGT basierend Inhibitoren zu entwerfen,
da dieses Enzym ein interessantes Zielmoleku¨l in der Pathogenese der Bakterienruhr
darstellt (Kapitel 2.4). Bis heute ist es aber nicht gelungen, TGT aus Shigellen zu
kristallisieren. Es sind jedoch die Kristallstrukturen von TGTs aus zwei anderen Or-
ganismen bestimmt worden, na¨mlich die der prokaryontischen TGT aus Z. mobilis
[Romier et al., 1996b] sowie die der archaebakteriellen TGT aus P. horikoshii [Ishitani
et al., 2002](Kapitel 2.6 und 2.7).
Die Z. mobilis TGT hat eine Sequenzidentita¨t von 52 % zur S. flexneri TGT [Romier
et al., 1997]. Die Bindetaschen der Z. mobilis TGT und S. flexneri TGT unterscheiden
sich nur in einer einzigen Aminosa¨ure. Anstelle von Tyr106 besitzt S. flexneri TGT ein
Phenylalanin. Das macht das Enzym aus Z. mobilis zu einer geeigneten Plattform fu¨r
das strukturbasierte Design von Inhibitoren, die in die Pathogenese der Bakterienruhr
eingreifen [Gra¨dler et al., 2001].
Eine Suche in Swiss-Prot [Bairoch & Apweiler, 2000] brachte 42 TGT-Sequenzen mit
einer Sequenzidentita¨t von > 34 % zur Z. mobilis TGT hervor. Von diesen enthalten
lediglich zwei Proteine ein Tyrosin an der homologen Stelle zu Tyr106 in Z. mobilis
TGT: die Z. mobilis TGT selbst und die TGT des thermophilen Bakteriums Aquifex
aeolicus. Alle anderen besitzen wie S. flexneri TGT ein Phenylalanin an dieser Position.
Die Seitenkette von Tyr106 geht in der apo-Struktur der Z. mobilis TGT Wasserstoff-
bru¨cken zu Asp156 und Gln203 ein (Abb. 2.7 auf Seite 18). In dieser Konformation
kann das Substrat preQ1 nicht binden, da die Bindetasche verschlossen ist [Romier
et al., 1998]. Folglich mu¨ssen fu¨r die Ligandbindung zuna¨chst die Wasserstoffbru¨cken
geo¨ffnet werden. In der Ligand bindenden Konformation geht die Hydroxylgruppe des
Tyr106 dann keine Wasserstoffbru¨cke mehr ein.
Zur Bestimmung der Ki-Werte bei der Z. mobilis TGT ist eine Pra¨inkubationszeit von
20 min notwendig [Gra¨dler et al., 2001]. Bei der E. coli TGT, die 98 % sequenzhomolog
zur S. flexneri TGT ist [Romier et al., 1997] und ebenfalls ein Phenylalanin anstelle
von Tyr106 (Z. mobilis-Nummerierung) in der Bindetasche besitzt, ist dagegen keine
Pra¨inkubation der Inhibitoren erforderlich [Hoops et al., 1995b]. Da sich die Binde-
taschen der beiden Enzyme nur durch den Austausch von Tyr106 gegen Phenylalanin
unterscheiden, stellte sich die Frage, ob die zusa¨tzlichen Wasserstoffbru¨cken, die Tyr106
eingeht, fu¨r diese Eigenschaft verantwortlich sind. Dies sollte durch die Mutation von
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Tyr106 zu Phenylalanin untersucht werden. Des Weiteren sollte durch die Mutation die
Bindetasche der Z. mobilis TGT vollsta¨ndig in die Bindetasche des Shigella-Enzyms,
dem eigentlichen Target, u¨berfu¨hrt werden.
3.2.1 Konstruktion und Reinigung von TGT(Y106F)
Die ortsspezifische Mutagenese erfolgte mit Hilfe der PCR-Technik (Kapitel 5.2.4.1)
unter Verwendung des Z. mobilis TGT U¨berexpressionsplasmid pETZM4 [Reuter &
Ficner, 1995] und den Oligonukleotiden Y106F-s und Y106F-a (Tab. 5.3 auf Seite 147),
die das Basenkodon fu¨r Phe106 enthielten. Das mutierte Plasmid wurde in kompetente
E. coli Zellen (XL2-blue, Tab. 5.1 auf Seite 145) transformiert (Kapitel 5.2.4.2) und die
Transformanden auf Kanamycin-Agarplatten (Kapitel 5.2.1) selektioniert. Die Trans-
formation erbrachte zahlreiche Klone. Zehn dieser Klone wurden einer Sequenzanalyse
unterzogen (Kapitel 5.2.4.4). Diese ergab, dass vier Klone die gewu¨nschte Tyr-106-Phe
Mutation enthielten. Das resultierende Plasmid pETZM4-Y106F wurde in kompetente
E. coli BL21(DE3) pLysS Zellen (Tab. 5.1 auf Seite 145) transformiert (Kapitel 5.2.4.2).
Nach U¨berexpression des mutierten Gens und Reinigung seines Produkt (Kapitel 5.2.5)
wurde Z. mobilis TGT(Y106F) erhalten.
3.2.2 Kristallstruktur der Y106F-TGT
Das mutierte Protein kristallisierte wie der Wildtyp (Kapitel 5.3.1). Die Kristallstruktur
von Y106F-TGT im Komplex mit dem natu¨rlichen Substrat preQ1 wurde mit einer
Auflo¨sung von 1,9 A˚ bestimmt. Die |Fo|-|Fc|-Elektronendichte des Liganden (konturiert
auf 2,5 σ) war sehr gut definiert (Abb. 3.4.I) und zeigte erwartungsgema¨ß den gleichen
Bindungsmodus wie im Wildtyp.
Die ligandfreie Struktur des mutierten Proteins wurde mit einer Auflo¨sung von 1,95 A˚
bestimmt (Abb. 3.4.II) Sie zeigt eine sehr interessante Konformationsa¨nderung im Ver-
gleich zu der des Wildtyps. Wie oben beschrieben, blockiert die Seitenkette von Tyr106
der apo-Form der w.t.-TGT die Bindetasche, indem sie Wasserstoffbru¨cken zu Asp156
und Gln203 eingeht (Abb. 2.7.I). In einer vorangegangen Arbeit wurde fu¨r Fluoreszenz-
untersuchungen Tyr106 zu Tryptophan mutiert [Gra¨dler, 2000]. In der apo-Struktur
dieser mutierten TGT ist das Tryptophan ungeordnet. Die apo-Struktur der P. hori-
koshii TGT, die wie die Y106F-Mutante ebenfalls ein Phenylalanin an dieser Position
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(I) (II)
Abb. 3.4 Kristallstruktur der Z. mobilis TGT(Y106F) im Komplex mit preQ1 (I) (1,9 A˚
Auflo¨sung) und der apo-From (II) (1,95 A˚ Auflo¨sung). (I) Die Position des Liganden
(orange) konnte eindeutig in der positiven |Fo|-|Fc|-Dichte, konturiert auf 2,5 σ, identifiziert
werden. (II) Kristallstruktur der apo-Form der Z. mobilis TGT(Y106F) (gelb), u¨berlagert
mit TGT-Y106F·preQ1 (grau) und der apo-Struktur des Wildtyp-Enzyms (gru¨nblau). Die
Form der positiven |Fo|-|Fc|-Dichte, konturiert auf 2,5 σ, nach der ersten Verfeinerung
(Populationsparameter fu¨r Tyr106 auf 0 gesetzt) zeigt eindeutig, dass Phe106 im Gegen-
satz zur apo-Struktur der w.t.-TGT die gleiche Konformation wie bei der Substratbindung
einnimmt.
in der aktiven Tasche besitzt, weist einen komplett ungeordneten Bereich u¨ber 10 Ami-
nosa¨uren fu¨r diese Region auf [Ishitani et al., 2002]. Es stellt sich nun die Frage, welche
Konformation die Seitenkette von Phe106 in der Mutante einnimmt.
Als Startgeometrie fu¨r die Verfeinerung der Y106F-TGT wurde die apo-Struktur des
Wildtyp-Proteins verwendet. Im ersten Verfeinerungszyklus wurden dabei die Popula-
tionsparameter fu¨r Tyr106 auf 0 gesetzt. In der positiven |Fo|-|Fc|-Dichte (konturiert
auf 2,5 σ) ist Phe106 eindeutig in der offenen, Substrat bindenden Konformation zu
sehen (Abb. 3.4.II).
Somit existieren nun Kristallstrukturen der Z. mobilis TGT und ihrer mutierten For-
men, die drei verschiedene Konformationen der Seitenkette der Aminosa¨ure an Position
106 zeigen:
 die apo-Struktur des w.t. mit durch Tyr106 geschlossener Bindetasche,
 die apo-Struktur der Y106W-TGT mit ungeordneter Konformation der Seiten-
kette von Trp106 und
 die apo-Struktur der Y106F-TGT mit offener Bindetasche.
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Im Folgenden wurde untersucht, ob das Vorhandensein einer offenen Bindetasche in der
ligandfreien Form des Enzyms einen Einfluss auf die erforderliche Pra¨inkubationszeit
bei der Bestimmung der Ki-Werte der Inhibitoren hat.
3.2.3 Biochemische Charakterisierung der Y106F-TGT
Bestimmung der kinetischen Parameter
Die kinetischen Parameter der Y106F-TGT wurden, wie in Kapitel 5.2.8.1 beschrieben,
bestimmt. Die Konzentration des variabel gehaltenen Substrats betrug jeweils 0 - 15 µM
und die des zweiten Reaktionspartners 20 µM. Die Enzymkonzentration betrug jeweils
150 nM.
Die kinetischen Parameter fu¨r tRNA als Substrat sind in Tabelle 3.2 aufgefu¨hrt. Im
Rahmen der Fehlergrenzen sind die Werte identisch mit denen, die beim Wildtyp-
Enzym bestimmt worden sind Gra¨dler [2000]).
Tab. 3.2 Kinetische Charakterisierung der Y106F-TGT-Mutante mit tRNA als Substrat.
Im Rahmen der Fehlergrenzen sind die Werte identisch mit denen, die beim Wildtyp-Enzym
bestimmt worden sind.
TGT (w.t) TGT (Y106F)
Km [µM ] 1,0 ± 0,4 0,38 ± 0,09
Vmax [µM/min] 61,5*10
−3 ± 4,3*10−3 44,7*10−3 ± 6,7*10−3
kcat [s
−1] 1,4*10−2 ± 0,1*10−2 0,5*10−2 ± 0,07*10−2
kcat/Km [µM
−1s−1] 13,9*10−3 ± 1,0*10−3 13,3*10−3 ± 1,4*10−3
In Tabelle 3.3 sind die kinetischen Parameter fu¨r Guanin als Substrat aufgefu¨hrt. Auch
diese Werte fallen unter Beru¨cksichtigung der Fehlergrenzen in denselben Bereich wie
die des Wildtyp-Enzyms.
Die Y106F-TGT ist demnach aktiv. Der Austausch von Tyr106 gegen Phenylalanin
hat die katalytische Effizienz des Enzyms gegenu¨ber beiden Substraten (tRNA und
Guanin) nicht beeinflusst. Die kinetischen Parameter des mutierten Enzyms liegen im
selben Bereich wie die des Wildtyps.
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Tab. 3.3 Kinetische Charakterisierung der Y106F-TGT-Mutante mit Guanin als Sub-
strat. Im Rahmen der Fehlergrenzen sind die Werte identisch mit denen, die beim Wildtyp-
Enzym bestimmt worden sind.
TGT (w.t) TGT (Y106F)
Km [µM ] 0,38 ± 0,1 1,3 ± 0,1
Vmax [µM/min]] 48,8*10
−3 ± 3,3*10−3 38,9*10−3 ± 4,0*10−3
kcat [s
−1] 1,1*10−2 ± 0,1*10−2 0,4*10−2 ± 0,04*10−2
kcat/Km [µM
−1s−1] 28,9*10−3 ± 8,3*10−3 3,4*10−3 ± 0,2*10−3
Untersuchung der erforderlichen Pra¨inkubation von Inhibitoren
Mit Inhibitor 5 (Tab. 2.2 auf Seite 25) sollte der Einfluss der Mutation auf die erfor-
derliche Pra¨inkubation zur Bestimmung der Ki-Werte untersucht werden. Dazu wurde
dem Reaktionsansatz der Ligand in einer Konzentration von 50 µM zugesetzt. Die An-
fangsgeschwindigkeit der Enzymreaktion wurde im Zeitintervall von 0 bis 20 Minuten
bestimmt (Kapitel 5.2.8.2).
Nach 12 Minuten der Pra¨inkubation nimmt die Anfangsgeschwindigkeit der inhibier-
ten Reaktion um fast 60 % des Anfangwertes ab (Abb. 3.5). Pra¨inkubation um weitere
acht Minuten fu¨hrt zu keiner weiteren Abnahme der Geschwindigkeit. Dasselbe Verhal-
ten wurde auch bei der Pra¨inkubation des Wildtyp-Enzyms mit Inhibitoren gefunden
[Gra¨dler, 2000]. Obwohl in der Y106F-Mutante im Gegensatz zum Wildtyp die Binde-
tasche in der apo-Struktur geo¨ffnet ist (Abb. 3.4.II), hat dies demnach keinen Einfluss
auf die erforderliche Pra¨inkubation der Inhibitoren.
Bestimmung der Inhibitionskonstante
Mit Inhibitor 5 (Tab. 2.2 auf Seite 25) wurde wie in Kapitel 5.2.8.2 beschrieben ein Ki-
Wert bestimmt. Wegen des leicht erho¨hten Km-Wertes der Y106F-TGT im Vergleich
zum Wildtyp wurde aber eine ho¨here Guanin-Konzentration eingesetzt (2 und 3 µM).
Der Ki-Wert von 5 betra¨gt 4,3 ± 1,1 µM. Damit ist er um ca. Faktor 20 ho¨her als der
Ki-Wert derselben Verbindung mit dem Wildtyp-Enzym (Ki = 0,2 µM) [Gra¨dler et al.,
2001].
Ein a¨hnlicher Trend wurde zuvor schon bei einem anderen Inhibitor beobachtet. Der
Ki-Wert von 16 ist bei der E. coli TGT um ca. eine Gro¨ßenordnung ho¨her als bei der
Z. mobilis TGT (Tab. 3.4) [Hoops et al., 1995b; Gra¨dler et al., 2001]). Allerdings wurde
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Abb. 3.5 Untersuchung des Einflusses der Y106F-Mutation auf die erforderliche Pra¨in-
kubation von Inhibitoren zur Bestimmung von Ki-Werten. Dem Reaktionsansatz
wurde 5 (Tab. 2.2 auf Seite 25) in einer Konzentration von 50 zugesetzt. Die Anfangsge-
schwindigkeit der Enzymreaktion [cpm/min] ist gegen die Pra¨inkubationszeit aufgetragen.
Es wurden die Messwerte aus zwei Messreihen gemittelt. Die Fehlerbalken geben die Stan-
dardabweichung an.
auch schon der genau gegenla¨ufige Effekt beobachtet. Der Ki-Wert von 17 ist bei der
E. coli TGT im Vergleich zur Z. mobilis TGT um eine Gro¨ßenordnung verringert.
Um den Einfluss der Mutation von Tyr106 zu Phenylalanin auf die Ki-Werte von In-
hibitoren beurteilen zu ko¨nnen, ist deshalb eine Studie mit weiteren unterschiedlichen
Inhibitoren erforderlich.
Tab. 3.4 Vergleich von Ki-Werten, die sowohl mit der Z. mobilis TGT als auch mit der
E. coli TGT bestimmt wurden.
Nr. Verbindung Ki [µM ], Z. mobilis Ki [µM ], E. coli
16 61 506
17 5,1 0,5
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3.2.4 Schlussfolgerungen
Ziel dieses Projektes ist es, Inhibitoren der Shigellen TGT zur Behandlung der Bak-
terienruhr zu entwerfen. Da die Kristallstruktur der Shigellen TGT nicht gelo¨st ist,
wird fu¨r das strukturbasierte Design auf die Struktur der Z. mobilis TGT zuru¨ckge-
griffen [Gra¨dler et al., 2001]. Durch die Mutation von Tyr106 zu Phenylalanin wurde
die Bindetasche der Z. mobilis TGT in die der Shigellen TGT, dem eigentlichen Tar-
get, umgewandelt. Die Bindetasche der S. flexneri TGT identisch ist zu der von E.
coli TGT [Romier et al., 1997]. Folglich wurde deren Bindetasche zugleich ebenfalls
erhalten.
Die Y106F-Variante der Z. mobilis TGT wurde gereinigt und kristallisiert. Die kineti-
sche Charakterisierung des mutierten Proteins zeigte, dass die kinetischen Parameter
in denselben Bereich wie die des Wildtyp-Enzyms fallen. Die kinetischen Parameter der
Z. mobilis TGT und der E. coli TGT sind praktisch identisch [Reuter & Ficner, 1995].
Demnach liegen auch die katalytischen Parameter der Mutante und der E. coli TGT
in einem vergleichbaren Bereich. Das Shigellen-Protein ist bisher noch nicht kloniert
wurden. Folglich liegen sind dafu¨r keine kinetischen Parameter bekannt.
Die Kristallstrukturanalyse von TGT(Y106F)·preQ1 hat gezeigt, dass das Substrat den
gleichen Bindungsmodus wie im Wildtyp einnimmt. Im Vergleich zur apo-Struktur des
Wildtyp-Enzyms nimmt die Seitenkette von Phe106 in der apo-Struktur des mutierten
Proteins eine andere Konformation wie die von Tyr106 ein. Tyr106 verschließt durch
ein Wasserstoffbru¨cken zu Asp156 und Gln203 die Bindetasche. In der Y106F-Variante
der TGT nimmt die Seitenkette von Phenylalanin die gleiche Konformation wie bei
der Substratbindung ein, die Bindetasche ist also in der apo-Struktur geo¨ffnet. Dies
hat jedoch keinen Einfluss auf die erforderliche Pra¨inkubation der Inhibitoren bei der
Bestimmung von Ki-Werten. Bei der E. coli TGT ist keine Pra¨inkubation notwendig
[Hoops et al., 1995b], hingegen aber bei der Z. mobilis TGT [Gra¨dler et al., 2001]. Ob-
wohl in der Y106F-TGT nun die Bindetasche der E. coli TGT vorliegt, ist weiterhin
eine stark zeitabha¨ngige Zunahme der Inhibition nach Pra¨inkubation zu beobachten.
Die Anlagerung der Liganden in der Bindetasche scheint demnach durch komplexere
Vorga¨nge gesteuert zu sein.
Der Ki-Wert der gemessen Verbindung bei der mutierten TGT liegt etwa um Faktor
20 ho¨her als der mit dem Wildtyp-Enzym gemessene. Von zwei weiteren Inhibitoren
wurde bisher sowohl ein Ki-Wert mit Z. mobilis TGT als auch mit E. coli TGT ge-
messen [Hoops et al., 1995b; Gra¨dler et al., 2001]. Beim Vergleich der Ki-Werte ist kein
eindeutiger Trend festzustellen. Wa¨hrend der eine Ki-Wert um eine Gro¨ßenordnung zu-
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genommen hat, wurde der andere um eine Gro¨ßenordnung vermindert. Um den Einfluss
der Mutation von Tyr106 zu Phenylalanin auf die Ki-Werte von Inhibitoren beurteilen
zu ko¨nnen, ist eine Studie mit weiteren unterschiedlichen Inhibitoren erforderlich.
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3.3 Virtuelles Screening basierend auf einem
neuem Bindungsmodus
In einer vorangegangenen Arbeit wurden Pyridazindione als mikromolare und submi-
kromolare Inhibitoren der Z. mobilis TGT entdeckt (Kapitel 2.9.1, [Gra¨dler et al.,
2001]). Dabei ist aufgefallen, dass eine Wasserstoffbru¨cke zu Leu231 offensichtlich es-
sentiell fu¨r eine gute Affinita¨t der Inhibitoren ist. Um die molekularen Erkennungsei-
genschaften der Pyridazindione na¨her zu untersuchen, wurde die
”
NovoNordisk Com-
pound Database“ (NNCD) nach korrespondierenden Analogen durchsucht [Nærum
et al., 2001]. Von den dabei gefunden Verbindungen wurden die in Tabelle 3.5 auf-
gefu¨hrten zur Testung auf Inhibition ausgewa¨hlt.
Tab. 3.5 Liste der Pyridazindione, die in der NNCD gefunden und auf TGT-Inhibition
getestet wurden.
Nr. Verbindung Ki [µM ]
18 83 ±18
19 200 ± 70
20 5,0 ± 1,2
21 4,7± 1,0
22 36 ± 11
Beim Versuch, diese Verbindungen in die Bindetasche der Z. mobilis TGT mit FlexX
[Rarey et al., 1996] einzupassen, wurden außer fu¨r Verbindung 22 keine plausiblen
Bindungsmoden gefunden. Keiner der Inhibitoren schien die wichtige Wasserstoffbru¨cke
zur Carbonylgruppe von Leu231 ausbilden zu ko¨nnen. Um so u¨berraschender war es,
3.3 Virtuelles Screening basierend auf einem neuem Bindungsmodus 47
dass die Ki-Werte aller Verbindungen in den mikromolaren Bereich fielen, die von
Verbindung 20 und 21 sogar in den unteren mikromolaren Bereich (Tab. 3.5).
(I) (II)
Abb. 3.6 (I) U¨berlagerung der Proteinstruktur der TGT im Komplex mit 4 (grau) und
18 (gru¨n). Die Peptidbindung zwischen Ala232 und Leu231 in TGT·18 im Vergleich zu
TGT·4 ist umgeklappt (Kreis). Dadurch wird die Carbonylgruppe von Leu231 aus der
Bindetasche heraus- und die NH-Gruppe von Ala232 in die Bindetasche hineingedreht.
Die Seitenkette von Leu231 a¨ndert ihre Position nicht. (II) Kristallstruktur der Z.
mobilis TGT im Komplex mit 18 bei einer Auflo¨sung von 2,1 A˚. Die umgeklappte
Peptidbindung, die Wassermoleku¨le W1 und W2 sowie der Ligand 18 sind sehr gut in
der |Fo|-|Fc|-Elektronendichte (simulated annealing Omit-Map, konturiert auf 3,0 σ) des
verfeinerten Modells zu erkennen.
Um diese u¨berraschend gute Affinita¨t erkla¨ren zu ko¨nnen, wurde versucht, die In-
hibitoren in Kristalle der TGT einzudiffundieren. Mit dem gut lo¨slichen Liganden 18
konnte eine Kristallstruktur mit einer Auflo¨sung von 2,1 A˚ bestimmt werden. Unerwar-
teterweise zeigt diese Struktur, dass die Peptidbindung zwischen Ala232 und Leu231
umgeklappt ist (Abb. 3.6.I). Dadurch wird die Carbonylgruppe von Leu231 aus der
Bindetasche heraus- und die NH-Gruppe von Ala232 in die Bindetasche hineingedreht.
Die Seitenkette von Leu231 hingegen a¨ndert ihre Position nicht. Außerdem vermittelt
nun ein Wassermoleku¨l (W1) den Kontakt zwischen dem Liganden und der amidischen
NH-Gruppe von Ala232 (Abb. 3.6.II). Dieses Wassermoleku¨l geht zusa¨tzlich eine Was-
serstoffbru¨cke zum Schwefelatom von Cys158 ein. An dieser Stelle wurde bisher kein
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Wassermoleku¨l in einer Struktur der Z. mobilis TGT gefunden. Das Wassermoleku¨l
hat einen B-Faktor von nur 34,8 A˚2. Dieser liegt in derselben Gro¨ßenordnung wie die
B-Faktoren der Ligandatome. Das ist ein Hinweis darauf, dass das Wassermoleku¨l fest
gebunden ist.
Des Weiteren ist die Seitenkette von Gln107 zum Liganden rotiert. Sie geht eine Was-
serstoffbru¨cke zu einem zweitem Wassermoleku¨l (W2) ein, welches einen zusa¨tzlichen
Kontakt zum Liganden vermittelt.
Das unerwartete Auftreten von zwei vom Liganden induzierten strukturellen Vera¨nde-
rungen der Bindetasche wa¨re mit dem gegenwa¨rtigem Wissen u¨ber die Ligand-TGT-
Bindung nicht vorhersagbar gewesen. Es zeigt klar die inha¨renten Begrenzungen in der
Vorhersage von Bindungsmoden, auch wenn bereits mehrere Ligand-Protein-Komplexe
mit a¨hnlichen Liganden charakterisiert wurden. Weiter unterstreicht es die Wichtigkeit
der Kristallstrukturanalyse als Voraussetzung zum erfolgreichen iterativen strukturba-
sierten Design von Inhibitoren.
Abb. 3.7 Kristallographisch bestimmter Bindungsmodus von 18 (orange) im Vergleich
zum modellierten Bindungsmodus von 20 (gru¨nblau). Die Liganden wurden so
u¨berlagert werden, dass beide Pyridazindion-Einheiten dieselben Wechselwirkungen zur
TGT eingehen. Das Stickstoffatom des Pyridinonrings von 20 befindet sich an der gleichen
Position wie ein Stickstoffatom des Imidazolrings von 18. Bei der Bindung von 20 liegt
vermutlich die gleiche Proteinru¨ckgrat-Konformation an Leu231 und Ala232 vor, wie sie
auch in der Kristallstruktur von TGT·18 gefunden wurde. Analog dazu wird wahrscheinlich
der Kontakt von dieser Region zum Liganden durch das Wassermoleku¨l W1 vermittelt.
.
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Basierend auf der Kristallstruktur von TGT·18 ko¨nnen plausible Bindungsmoden fu¨r
19, 20 und 21 modelliert werden. Exemplarisch ist der Bindungsmodus von 20 in Abb.
3.7 dargestellt. Der Ligand wurde in der Bindetasche der TGT mit 18 so u¨berlagert,
dass beide Pyridazindion-Einheiten dieselben Wechselwirkungen zum Protein eingehen
und das Stickstoffatom des Pyridinonrings von 20 sich an der gleichen Position befindet
wie ein Stickstoffatom des Imidazolrings von 18. Dieses kann dann ebenfalls eine Was-
serstoffbru¨cke zum Wassermoleku¨l W1 eingehen. Folglich liegt vermutlich die gleiche
Ru¨ckgrat-Konformation an Leu231 und Ala232 vor, wie sie auch in der Kristallstruktur
von TGT·18 gefunden wurde.
Die Konformation der Peptidbindung von Leu231 zu Ala232 in TGT·18 ist dieselbe, wie
in den Kristallstrukturen der P. horikoshii TGT fu¨r die entsprechenden Aminosa¨uren
Val197 und Val198 (Kapitel 2.7, [Ishitani et al., 2002]). Darauf wird in Kapitel 3.5.3
na¨her eingegangen.
3.3.1 Generierung eines zusammengesetzten
Pharmakophor-Modells
Die Entdeckung dieses neuen Bindungsmodus, der aus einer Beweglichkeit des Protein-
Ru¨ckgrats in dieser Region resultiert, fu¨hrte dazu, eine strukturbasierte Pharmakophor-
Hypothese fu¨r das virtuelle Screening abzuleiten. Dafu¨r wurden die beiden unter-
schiedlichen Bindungsmoden von TGT-Inhibitoren, die durch Kristallstrukturanalyse
bekannt waren, einbezogen (Abb. 3.8).
Aus einer fru¨heren Arbeit ist bekannt, dass die Wasserstoffbru¨cke des Liganden zur
Carbonylgruppe von Leu231 stark zur Affinita¨t betra¨gt [Gra¨dler et al., 2001]. In der
neu entdeckten Protein-Konformation vermittelt ein Wassermoleku¨l (W1) die Wechsel-
wirkung zwischen Ligand und diesem Bereich der Bindetasche. Dieses Wassermoleku¨l
ist offensichtlich fest gebunden (s.o.). Deshalb wurde es in der Suchanfrage alternativ
zur Wechselwirkung zur Carbonylgruppe von Leu231 beru¨cksichtigt. Wassermoleku¨le
haben sowohl Wasserstoffbru¨cken-Akzeptor- als auch -Donor-Eigenschaften. Um diese
Eigenschaft zu komplementieren, ko¨nnen deshalb potenzielle Liganden entweder ei-
ne Wasserstoffbru¨cken-Donor- der Akzeptor-Eigenschaft an dieser Position aufweisen.
Diese ambivalente Eigenschaft wurde in der Suchanfrage durch die alternative Ver-
knu¨pfung eines Wasserstoffbru¨cken-Donors mit einem -Akzeptor realisiert.
Die meisten der zur Zeit entdeckten fest bindenden Liganden sowie das Substrat preQ1
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Abb. 3.8 Strukturbasierte Pharmakophor-Hypothese. Die Liganden sowie das Protein sind
zur Verdeutlichung gezeigt. Die Wechselwirkung zur Carbonylgruppe von Leu231 wurde
alternativ zur Wechselwirkung zumWassermoleku¨l W1 beru¨cksichtigt. Donorgruppen sowie
die dazugeho¨rigen Akzeptorgruppen auf Proteinseite sind blau eingefa¨rbt, Akzeptorgruppen
sowie die dazugeho¨rigen Donorgruppen auf Proteinseite rot und die ambivalente Donor-
Akzeptor-Gruppe sowie die dazugeho¨rige Akzeptor-Donor-Eigenschaft des Wassermoleku¨ls
violett. Die hydrophobe Eigenschaft ist gru¨n markiert.
exponieren eine Akzeptor-Eigenschaft in Richtung Gly230 und Gln203 sowie zwei
Donor-Eigenschaften zu Asp156 [Gra¨dler et al., 2001; Meyer et al., 2002]. Deshalb
wurden diese Eigenschaften ebenfalls in die Pharmakophor-Hypothese einbezogen.
Um diese qualitativen U¨berlegungen auf eine quantitative Basis zu stellen, wurde ei-
ne
”
Hot Spot“-Analyse der Bindetasche durchgefu¨hrt (Kapitel 5.4.1). Dazu wurden
verschiedene Sonden in SuperStar [Verdonk et al., 1999] und DrugScore [Gohlke
et al., 2000b] verwendet. Diese Strategie wurde bereits erfolgreich zur Auffindung von
Inhibitoren der humanen Carboanhydrase II von Gru¨neberg et. al. angewandt [Gru¨ne-
berg et al., 2001, 2002].
SuperStar ist eine Methode, um ausgezeichnete Wechselwirkungsbereiche in Protein-
Bindetaschen zu identifizieren. Sie basiert auf der experimentellen Information u¨ber
nicht bindende Wechselwirkungen. Diese wurde aus der Analyse von Packungsmustern
in Kristallstrukturen kleiner Moleku¨le abgeleitet. DrugScore hingegen basiert auf
Informationen u¨ber Ligand-Protein-Komplexe. Die Ha¨ufigkeit des Vorkommens be-
stimmter Protein-Ligand-Kontakte wurde in Atom/Atom-Paar-Potenziale u¨bersetzt.
SuperStar beru¨cksichtigt explizit die Orientierung von Wasserstoffatomen. Deshalb
wurden fu¨r diese Rechnungen die Wasserstoffatome des Wassermoleku¨ls W1 entweder
als Wasserstoffbru¨cken-Donor oder -Akzeptor in Bezug auf den Liganden ausgerichtet.
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DrugScore beno¨tigt keine Festlegung des Protonierungszustands von Liganden und
Proteinen. Deshalb wurde hier fu¨r das Wassermoleku¨l ein sp3-Sauerstoff gesetzt.
(I) (II)
(III) (IV)
Abb. 3.9 ”Hot Spots“ in der Bindetasche der Z. mobilis TGT. Zur Orientierung ist die kris-
tallographisch bestimmte Bindungsgeometrie der Inhibitoren 4 (gru¨nblau) bzw. 18 (oran-
ge) gezeigt. (I, II) ”Hot Spots“ berechnet fu¨r eine Wasserstoffbru¨cken-Donor-Sonde (N.3)
mit DrugScore, konturiert auf 80 (gru¨nblau), 84 (blau) und 88 % (violett); (I) Binde-
tasche der TGT wie sie im Komplex mit 4 vorliegt; (II) Bindetasche der TGT wie sie im
Komplex mit 18 vorliegt; (III) ”Hot Spots“ fu¨r eine Wasserstoffbru¨cken-Akzeptor-Sonde
(Carbonyl-Sauerstoff) berechnet mit SuperStar, konturiert auf die Wahrscheinlichkeits-
niveaus 4 (gru¨n), 8 (blau) und 10 (rot); (III) ”Hot Spots“ berechnet fu¨r eine hydrophobe
Sonde (C.ar) mit DrugScore, konturiert auf 89 (violett), 91 (orange) und 95 % (gelb).
Die Ergebnisse der
”
Hot Spot“-Analyse sind in Abb. 3.9 dargestellt. Abb. 3.9.I zeigt
die
”
Hot Spots“, die mit einer Wasserstoffbru¨cken-Donor-Sonde (N.3) mit DrugScore
fu¨r die Bindetaschen-Konformation, wie sie im Komplex mit 4 vorliegt (Abb. 3.10.I),
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berechnet worden sind. In Abb. 3.9.II ist das gleiche dargestellt, nun aber fu¨r die Bin-
detasche wie sie im Komplex mit 18 vorliegt (Abb. 3.10.II). Der direkte Vergleich der
Felder zeigt deutlich die Verschiebung des Donor-
”
Hot Spots“ nach dem Einbau des
interstitiellen Wassermoleku¨ls von dem Bereich, in dem die Aminogruppe von 4 liegt,
zu dem Bereich, in dem sich der Imidazolstickstoff von 18 befindet.
Abb. 3.9.III zeigt die
”
Hot Spots“, die fu¨r eine Wasserstoffbru¨cken-Akzeptor-Sonde in
der Bindetasche mit der umgeklappten Protein-Ru¨ckgrat-Konformation berechnet wor-
den sind (Abb. 3.10.III). Diese Felder wurden mit SuperStar berechnet, wobei das
Wassermoleku¨l W1 in Bezug auf den Liganden als Wasserstoffbru¨cken-Donor behan-
delt wurde. Der Imidazolstickstoff sowie eine Carbonylgruppe von 18 befinden sich in
als gu¨nstig fu¨r Wasserstoffbru¨cken-Akzeptoren berechneten Bereichen. Die zweite Car-
bonylgruppe befindet sich nicht in einem ausgezeichneten Bereich. Sie geht nur mit
Wassermoleku¨len Wechselwirkungen ein, die in der Berechnung nicht beru¨cksichtigt
worden sind.
Die Felder in Abb. 3.9.II und Abb. 3.9.III zusammenbetrachtet, verweisen deutlich auf
die ambivalente Donor-Akzeptor-Eigenschaft des interstitiellen Wassermoleku¨ls. Folg-
lich ist an der entsprechenden Position im Liganden sowohl eine Donor- oder als eine
Akzeptor-Eigenschaft gu¨nstig.
Die mit einer aromatischen Sonde (C.ar) mit DrugScore berechneten
”
Hot Spots“
sind in Abb. 3.9.IV gezeigt. Sie entsprechen gut der Platzierung des aromatischen Rings,
wie er in der Kristallstruktur von 18 gefunden wurde.
Die eben beschriebenen
”
Hot Spots“ fu¨r die Wasserstoffbru¨cken-Donor-, -Akzeptor- und
hydrophob-aromatische Sonde wurden entsprechend dem Protokoll von Gru¨neberg et
al. [Gru¨neberg et al., 2002] in eine Suchanfrage fu¨r Unity [UNITY, 2001] u¨bertragen.
Die Zentren der unterschiedlichen Suchtoleranzspha¨ren wurden definiert, indem die
korrespondierenden Atome von 4 bzw. 18 ausgewa¨hlt wurden. Die Durchmesser wurden
entsprechend der Gro¨ße der zu Grunde liegenden
”
Hot Spots“ angepasst (Abb. 3.8).
3.3.2 Virtuelles Screening
In einer vorangegangenen Studie wurde mit dem De novo Design-Program LUDI
[Bo¨hm, 1992a] ein virtuelles Screening nach TGT-Inhibitoren durchgefu¨hrt [Gra¨dler
et al., 2001]. In diesem Screening wurde die Suche auf eine Untermenge der ACD
beschra¨nkt. In der hier vorliegenden Studie wurde die Suche auf acht unterschiedli-
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(I) (II)
(III)
Abb. 3.10 Schematische Ansicht der unterschiedlichen Ru¨ckgrat-Konformationen in der
Bindetasche der TGT. Das daraus resultierenden Wasserstoffbru¨cken-Muster wurde in
der Pharmakophor-Hypothese beru¨cksichtigt. ”A“ steht fu¨r Akzeptorgruppe und ”D“ fu¨r
Donorgruppe. (I) Ru¨ckgrat-Konformation fu¨r die Bindetasche, wenn 4 bindet. (II, III)
Ru¨ckgrat-Konformation fu¨r die Bindetasche, wenn 18 bindet. (II) Das Wassermoleku¨l
agiert als Akzeptor in Bezug auf den Liganden. (III) Das Wassermoleku¨l exponiert seine
Donor-Eigenschaft zum Liganden.
che Datenbanken, die zusammen mehr als 800.000 Verbindungen enthalten, erweitert
(Tab. 3.6). Das Screening wurde schrittweise mit den Programmen Selector [Se-
lector, 1996], Unity und FlexX [Rarey et al., 1996] durchgefu¨hrt. Es bestand aus
mehreren hierarchischen Filterschritten mit zunehmender Komplexita¨t und demnach
auch zunehmenden Rechenaufwand [Gru¨neberg et al., 2002]. Im ersten Schritt wurden
Verbindungen mit nicht mehr als sieben drehbaren Bindungen und einem Molekularge-
wicht von weniger als 450 D herausgefiltert. Diese Kriterien wurden gewa¨hlt, um (i) sehr
flexible Verbindungen zu vermeiden und (ii) um Verbindungen zu bekommen, die klein
genug sind, fu¨r eine spa¨tere Optimierung. So sollten mehr leitstrukturartige Hits erhal-
ten werden [Oprea et al., 2001; Hann et al., 2001]. Fast 50 % der Verbindungen konnten
nicht diesen eher weichen und Target unabha¨ngigen Filter passieren. Im zweiten Schritt
wurden Verbindungen gesucht, die die Mindestanzahl an Wasserstoffbru¨cken-Donoren
(2), Wasserstoffbru¨cken-Akzeptoren (1) und hydrophoben Eigenschaften (1) enthal-
ten, die erforderlich sind, um die Pharmakophor-Hypothese erfu¨llen zu ko¨nnen. Etwa
20 % der Ausgangsverbindungen entsprachen diesem Kriterium. Im dritten Schritt
wurde die strukturbasierte Pharmakophor-Hypothese (Abb. 3.8) verwendet. Dadurch
wurde die ra¨umliche Anordnung der funktionellen Gruppen sowie die Direktionalita¨t
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der Wasserstoffbru¨cken beschra¨nkt. Im vierten Schritt wurde zusa¨tzlich zum voran-
gegangenen die angena¨herte Form der Bindetasche als ra¨umlich verbotener Bereich
(
”
excluded volumes“) einbezogen. Die so erhaltene Hitliste enthielt 872 Verbindungen.
Dementsprechend reduzierten die hierarchischen Filterschritte die Ausgangsmenge auf
0.11 % (Tab. 3.6). In der Hitliste waren nur 16 Duplikate enthalten. Die sieben be-
nutzten Datenbanken enthielten demnach in Bezug auf diese Suchanfrage nur wenig
u¨berlappende Information.
Von den letztendlich erhalten 856 Verbindungen konnten 130 die Filter passieren, weil
sie eine direkte Wasserstoffbru¨cke zum Leu231 eingehen. 726 Verbindungen wurden
gefunden, weil sie eine Wasserstoffbru¨cken-Donor- oder -Akzeptor-Eigenschaft zum
interstitiellen Wassermoleku¨l W1 exponieren. Dies unterstreicht die Wichtigkeit, das
Wassermoleku¨l in der Suche explizit zu beru¨cksichtigen.
Durch dieses Screening wurden Verbindungen aus verschiedenen chemischen Klassen
gefunden, so z. B.
 120 Carbonsa¨urehydrazide, die direkt mit einem aromatischen Ring verbunden
sind,
 75 Guanin-Derivate,
 43 Pyrazolamine bzw. Pyrazolole,
 61 Hydroxyaminopiperidine,
 33 Carbonsa¨urehydrazide, die mit einem aliphatischen Kohlenstoff verbunden
sind, und
 20 Pterin-Derivate.
Einige ausgewa¨hlte Verbindungen sind in Abb. 3.11 gezeigt.
Die Hitliste wurde visuell inspiziert. Viel versprechend aussehende Verbindungen
wurden anschließend in eine der beiden Bindetaschenkonformationen (Abb. 3.10)
mit FlexX eingepasst. Liganden, die nach dem Docking noch der Pharmakophor-
Hypothese entsprachen, wurden mit dem MAB-Kraftfeld [Gerber & Mu¨ller, 1995] in
der Bindetasche minimiert, wobei die Tasche als rigide betrachtet wurde. Die endgu¨l-
tigen Kriterien zur Auswahl von Verbindungen zur biochemischen Testung waren:
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Abb. 3.11 Einige ausgewa¨hlte Hits des virtuellen Screenings.
 das Erfu¨llen des geforderten Wasserstoffbru¨cken-Netzwerkes,
 die Komplementarita¨t zwischen Ligand- und Proteinoberfla¨che und
 die Abwesenheit von ungu¨nstigen van der Waals-Wechselwirkungen nach der
Minimierung.
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3.3.3 Testung auf Inhibition
Die Verbindungen 23 - 31 (Tab. 3.7) wurden auf Inhibition der TGT getestet. Alle
waren im mikromolaren Bereich aktiv, zwei sogar im submikromolaren Bereich.
Tab. 3.7 Liste der neun Verbindungen die mit diesem virtuellen Screening entdeckt und
anschließend auf Inhibition der TGT getestet wurden.
Nr. Verbindung Datenbank Label Ki [µM ]
23 ACD MFCD00012137 0,25 ± 0,05
24 ACD / IBS
MFCD00010557 /
STOCK1N-11489
0,6± 0,2
25 ACD MFCD02091220 3,8 ± 0,1
26 ACD MFCD00110262 249 ±47
27 AEPC ASN2538273 156 ± 36
28 ACD MFCD01566929 72 ± 5
29 AEGC BAS0316634 8,1 ± 1,0
30 AEPC ASN3578296 2,7 ± 0,3
31 AEGC BAS0449619 37 ± 7
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Fu¨r die Pterin-Derivate (23 - 25) kann ein a¨hnlicher Bindungsmodus wie fu¨r 18 ange-
nommen werden (siehe auch Kapitel 3.4.3). 6-Methylpterin (23) ist mit einem Ki-Wert
von 0,2 µM die aktivste Verbindung, die durch dieses virtuelle Screening entdeckt
wurde. Die Aktivita¨t von Pterin (24) fa¨llt in denselben Bereich (Ki = 0,6 µM). Diese
Verbindung wurde bereits mit der eukaryontischen TGT getestet. Dort hat sie einen Ki-
Wert von 90 nM [Jacobson et al., 1981]. Das dritte Pterin-Derivat (25, 7-Phenylpterin)
besitzt einen Ki-Wert von 3,8 µM. Ein Grund fu¨r die reduzierte Affinita¨t im Ver-
gleich zu 23 und 24 kann darin liegen, dass 25 eine ungu¨nstige Konformation in der
Bindetasche annehmen muss. Der optimale Torsionswinkel zwischen dem Phenylring
und der Pterin-Einheit betra¨gt etwa 40°. Wenn diese Konformation in der Bindeta-
sche angenommen wu¨rde, wu¨rde die planare Stapelung zwischen der Pterin-Einheit
und Tyr106 wegen des 7-Phenylrings gesto¨rt werden. Dementsprechend wird der Li-
gand wahrscheinlich gezwungen, eine ungu¨nstige, nicht planare Konformation in der
Bindetasche anzunehmen.

27 27a
Abb. 3.12 Tautomere Formen der Pyrazolamine.
Pyrazolamine (26 - 27) geho¨ren zu einer neuen Verbindungsklasse von TGT-Inhibi-
toren. Verglichen mit dem natu¨rlichen Substrat preQ1, das einen Km-Wert von 0,2 µM
zum E. coli -Enzym besitzt [Hoops et al., 1995a], sind sie nur sehr schwache Inhibitoren.
Ein Grund hierfu¨r ist wahrscheinlich, dass im Vergleich zu preQ1 die Akzeptorgruppe
nicht eine exocyclische Carbonylgruppe, sondern eine aromatische Amino-Funktion ist.
Abha¨ngig von der tautomeren Form dieser Moleku¨le kann der N1-Stickstoff entweder
als Wasserstoffbru¨cken-Akzeptor fungieren (27) oder aber ein Wasserstoffatom tragen
(27a)und hat somit folglich Donor-Eigenschaften (Abb. 3.12). Das letztere Tautomer
entspricht nicht dem Pharmakophor-Modell und ist ungu¨nstig fu¨r die Bindung. Quan-
tenmechanische Berechnungen auf dem HF/6-31G(d)-Niveau mit Gaussian 98 [Frisch
et al., 1998] haben aber ergeben, dass diese Konformation die signifikant stabilere ist
(Christoph Sotriffer, perso¨nliche Mitteilung). Entsprechend existiert 27 in Lo¨sung vor-
wiegend in der inaktiven Form. Des Weiteren erfu¨llt 27 auch in der aktiven Form nicht
perfekt die idealen Anforderungen fu¨r gute Wechselwirkungen. Die Distanz zwischen
der Akzeptorgruppe, die zu Gly230-NH und Gln203-NH2 exponiert ist, und den zwei
Donorgruppen, die zu Asp156 exponiert sind, ist, verglichen mit den entsprechenden
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Gruppen in preQ1, viel ku¨rzer. Als Folge resultieren wahrscheinlich nur schwache Was-
serstoffbru¨cken zu Glu203 und Gly230. Diese beiden Aspekte liefern eine Erkla¨rung fu¨r
die verminderte Bindungsaffinita¨t.
Offenkettige Carbonsa¨urehydrazide sind die zweite neu entdeckte Verbindungsklasse
fu¨r TGT-Inhibitoren. Der Ki-Wert von 28 fa¨llt in denselben Bereich wie die Ki-Werte
der Pyridazindione 18 und 22. Verglichen mit Pyridazindionen sind Carbonsa¨urehydra-
zide aber durch Substitution freier Carbonsa¨uren bzw. ihrer Ester chemisch einfacher
zuga¨nglich [Hiremath et al., 1983]. Zahlreiche Ester und Sa¨uren sind kommerziell erha¨lt-
lich. Des Weiteren sind unter bekannten Arzneistoffen auch offenkettige Carbonsa¨ure-
hydrazide. So wird z. B. Isoniazid ha¨ufig zur Behandlung der Tuberkulose eingesetzt. Es
wird selbst Kindern u¨ber einen Zeitraum von bis zu einen halben Jahr verabreicht, oh-
ne dass dabei schwere unerwu¨nschte Wirkungen beobachtet werden [Al-Dossary et al.,
2002]. Folglich kann 28 als geeignete Leitstruktur fu¨r eine weitere Optimierung dienen.
Verbindung 29 ist der erste Inhibitor, der wahrscheinlich u¨ber eine Hydroxylgruppe
eine Wechselwirkung mit Asp156 eingeht. Die zweite Hydroxylgruppe in der Seiten-
kette ist bereits ein geeigneter
”
Linker“, um weitere Reste einzufu¨hren. Diese ko¨nnten
dann mit weiteren Aminosa¨uren in sta¨rker dem Lo¨sungsmittel zugewandte Bereiche
der Substratbindestelle wechselwirken.
Bei den Verbindungen 30 und 31 handelt es sich um Guanin-Derivate. Guanin selbst,
welches ein Substrat der TGT ist (Tab. 2.1), besitzt einen Km-Wert von 0,7 µM [Reu-
ter & Ficner, 1995]. Der Ki-Wert von 31 ist etwa 1,5 Gro¨ßenordnungen ho¨her. Dies ist
wahrscheinlich auf eine sterische Hinderung durch den Piperidinring zuru¨ckzufu¨hren.
Der Ki-Wert von 30 hingegen ist mit 2,7 µM nur wenig ho¨her als der Km-Wert von
Guanin.
Bisherige Strategien, die Affinita¨t von TGT-Inhibitoren zu erho¨hen, zielten darauf
ab, Fragmente einzufu¨hren, die entweder mit den polaren funktionellen Gruppen von
Asp102, Asp280 und Asn70 wechselwirken [Gra¨dler et al., 2001] oder die hydrophobe
Tasche ausfu¨llen, die von den Aminosa¨uren Val45, Leu68 und Val282 gebildet wird
[Meyer et al., 2002] (Abb. 3.13). Fu¨r diese Studien wurden als Grundko¨rper Benzpy-
ridazindion bzw. 2-Amino-3H -chinazolin-4-on verwendet. Die Seitenketten wurden in
der 6- bzw. 8-Position eingefu¨hrt. Dies fu¨hrte in beiden Fa¨llen zu Verbindungen, bei
denen sich die Seitenketten in der in Abb. 3.13 dargestellten Ansicht unterhalb des
Grundko¨rpers befanden. Die Seitenkette von 30 hingegen ist dazu topologisch unter-
schiedlich orientiert. Sie geht Wechselwirkungen in einem bisher nicht adressierten Be-
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reich der Bindetasche ein. Fu¨r diese Verbindung wurde eine viel versprechende Affinita¨t
im unteren mikromolaren Bereich gemessen. Dies spricht dafu¨r, dass die zusa¨tzlichen
Wechselwirkungen sich gu¨nstig auf die Ligandbindung auswirken.
Abb. 3.13 U¨berlagerung der Proteinstrukturen der TGT im Komplex mit 10 (violett)
und 54 (orange) sowie der Dockinglo¨sung von 30 (gru¨nblau). Die Seitenketten von
10 sowie 54 befinden sich in der dargestellten Ansicht unterhalb des Grundko¨rpers. Sie
gehen Wechselwirkungen mit Asp102, Asp280 und Asn70 bzw. Val45, Leu68 und Val282
ein. Die Seitenkette von 30 hingegen ist dazu topologisch unterschiedlich orientiert. Sie
tastet einen neuen Bereich der Bindetasche ab.
3.3.4 Schlussfolgerungen
Es wurde ein neuer, unerwarteter Bindungsmodus eines neuen TGT-Inhibitors (18)
gefunden. Als Folge des Umklappens einer zur Bindetasche exponierten Peptidbin-
dung wird die urspru¨nglich in die Bindetasche orientierte Carbonylgruppe vergraben
und die benachbarte amidische NH-Gruppe in die Bindetasche gedreht. Zusa¨tzlich
wird ein Wassermoleku¨l (W1) eingebaut. Es vermittelt eine gu¨nstige Ligand-Protein-
Wechselwirkung. Dieses schwer vorhersagbare Verhalten der Bindetasche unterstreicht
die Wichtigkeit der Kristallstrukturanalyse als eine Voraussetzung fu¨r das erfolgrei-
che iterative strukturbasierte Wirkstoff-Design. Der neue Bindungsmodus zusammen
mit der ambivalenten Donor-Akzeptor-Eigenschaft des Wassermoleku¨ls, eine mo¨gliche
Wasserstoffbru¨cke mit einem Liganden zu bilden, war die Grundlage, drei leicht ab-
weichende Pharmakophor-Hypothesen zu definieren. Ein virtuelles Screening, das auf
diesem zusammengesetzten Pharmakophor-Model basierte, brachte eine Vielzahl po-
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tenzieller TGT-Inhibitoren aus verschiedenen Verbindungsklassen hervor. Aus diesen
wurden neun Verbindungen zur experimentellen Ki-Wert-Bestimmung ausgewa¨hlt. Alle
getesteten Hits waren im mikromolaren Bereich, zwei sogar im submikromolaren Be-
reich aktiv. Einige dieser Verbindung besitzen das Potenzial zur weiteren Optimierung
und ko¨nnen somit als neue Leitstrukturen dienen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die
Optimierung der Pterine weiterverfolgt (Kapitel 3.4.3).
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3.4 Optimierung von Hits aus dem virtuellen
Screening
Alle in diesem Kapitel vorgestellten neuen Verbindungen wurden von Hans-Dieter Ger-
ber, AK Klebe, Philipps-Universita¨t Marburg, synthetisiert.
In einer vorangegangenen Arbeit wurde mit einem virtuellen Screening die Verbindung
6-Amino-2,3-dihydrophthalazin-1,4-dion (4, Tab. 2.2 auf Seite 25) als TGT-Inhibitor
entdeckt [Gra¨dler et al., 2001]. Sie inhibiert die Z. mobilis TGT im unteren mikromo-
laren Bereich (Ki = 8,3 µM). Durch Anfu¨gen von Resten, die mit Asn70, Asp102 und
Asp280 wechselwirken ko¨nnen, wurde versucht, die Affinita¨t zu steigern (10 und 11
in Tab. 2.2). Anstelle einer Erniedrigung der Ki-Werte trat aber im Vergleich zum Ki-
Wert von 4 eine Verschlechterung der Bindung ein. Die Ki-Werte betragen nur 54 (10)
bzw. 38 µM (11). Dies wurde zum einen darauf zuru¨ckgefu¨hrt, dass durch die Reste
keine gu¨nstigen Wasserstoffbru¨cken ausgebildet werden ko¨nnen und zum anderen, dass
der Grundko¨rper aus seiner optimalen Bindungsgeometrie herausgedreht wird.
Ausgehend von diesen Ergebnissen wurden deshalb Verbindungen mit aliphatischen
Resten vorgeschlagen, die sowohl gu¨nstige Wechselwirkungen in der polaren Tasche
eingehen ko¨nnen als auch die optimale Bindungsgeometrie des Grundko¨rpers nicht sto¨-
ren sollen (Abb. 3.14) [Gra¨dler, 2000].
Abb. 3.14 Aliphatische Reste, die in Gra¨dler [2000] vorgeschlagen wurden.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde zuna¨chst versucht, diese Verbindungen zu syntheti-
sieren. Dies war leider nicht erfolgreich. Unter den erforderlichen Reaktionsbedingun-
gen wird der Thiol-Baustein des Edukts oxidiert und entzieht sich somit der Synthese
(H.-D. Gerber, perso¨nliche Mitteilung). In der vorangegangenen Arbeit war auch ver-
sucht worden, andere aromatischen Reste als die oben beschriebenen als Thiole ein-
zufu¨hren. Auf Grund der durch die Aromaten erniedrigten Nukleophilie des Schwefel-
atoms gelang dies aber nicht.
Da somit weder aromatische noch aliphatische Substituenten auf einfachem Wege in
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den Grundko¨rper eingefu¨hrt werden konnten, wurde zuna¨chst nach einer synthetisch
besser variierbaren Leitstruktur gesucht.
3.4.1 Dihydropyridazinochinolintrione
Wie in Kapitel 3.3 beschrieben, brachte ein Screening in der NovoNordisk Compound
Database (NNCD) verschiedene Pyridazindione hervor (Tab. 3.5 auf Seite 46). Die bei-
den affinsten Verbindungen waren 20 und 21 mit Ki = 5,0 bzw. 4,7 µM. Durch Eindif-
fundieren der Verbindungen in Protein-Kristalle sowie durch Kokristallisationsansa¨tze
konnte leider keine Struktur der TGT im Komplex mit den beiden Liganden erhal-
ten werden. Aufgrund des aufgekla¨rten Bindungsmodus von Inhibitor 18, der ebenfalls
durch dieses Screening gefunden wurde, la¨sst sich aber ihr Bindungsmodus plausibel
modellieren (Abb. 3.7 auf Seite 49). Ligand 20 kann in der Bindetasche der TGT mit
18 so u¨berlagert werden, dass beide Pyridazindion-Einheiten dieselben Wechselwir-
kungen zum Protein eingehen und das Stickstoffatom des Pyridinonrings von 20 sich
an der gleichen Position befindet wie ein Stickstoffatom des Imidazolrings von 18. Die-
ses kann dann ebenfalls eine Wasserstoffbru¨cke mit dem Wassermoleku¨l W1 eingehen.
Folglich liegt die gleiche Ru¨ckgrat-Konformation an Leu231 und Ala232 vor, wie sie
auch in der Kristallstruktur von TGT·18 gefunden wurde. Der Bindungsmodus von 21
ist wahrscheinlich analog zu dem fu¨r 20 postulierten.
Das Ergebnis einer
”
Hot Spot“-Analyse (Kapitel 5.4.1) der Bindetasche der TGT mit
einer Wasserstoffbru¨cken-Donor-Sonde ist in Abb. 3.15 gezeigt. Die Donorgruppen von
20 befinden sich im modellierten Bindungsmodus in als gu¨nstig berechneten Bereichen.
Zusa¨tzlich weist die Analyse bisher nicht adressierte Donor-Felder in der Na¨he von
Asp102 und Asp280 auf. Durch Modifikation des Grundko¨rpers mit Substituenten, die
mit diesen Asparaginsa¨uren wechselwirken ko¨nnen, wurde versucht, die Affinita¨t von
20 zu steigern.
Eine Synthese von 20 ist in Luo & Castle [1991] beschrieben. Fu¨r eine Optimierung
ist aber der Thiophenring in 20 aus zwei Gru¨nden ungeeignet. Zum einen ko¨nnen aus
chemischen Gru¨nden an das Schwefelatom selbst keine Reste angebracht werden. Zum
anderen ko¨nnen Reste, die an dem zum Schwefelatom benachbarten C2-Kohlenstoff
angebracht werden (Abb. 3.16), durch die Geometrie des 5-Rings bedingt, nicht die
Bindetasche im Bereich der beiden interessanten Aspartate erreichen, sondern ragen
oberhalb davon aus der Tasche heraus. Deshalb wurde zuna¨chst der Thiophenring
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Abb. 3.15 ”Hot Spots“ berechnet mit DrugScore fu¨r eine Wasserstoffbru¨cken-Donor-
Sonde (N.3). Die Wasserstoffbru¨cken-Donoren von 20 liegen in als gu¨nstig berechneten
Bereichen. Zusa¨tzlich befinden sich ”Hot Spots“ im Bereich von Asp102 und Asp280 (kon-
turiert auf 80 (gru¨nblau), 84 (blau) und 88 % (violett)).
bioisoster durch einen Phenylring ersetzt (Abb. 3.16). Die Affinita¨t im Vergleich zur
Ausgangsverbindung (Ki = 5,0 µM) blieb dabei mit 3,7 µM innerhalb der Fehlergrenzen
unvera¨ndert. Zur Dekoration stehen nun die Positionen 8 und 9 von 32 zur Verfu¨gung.
20 32 33
Abb. 3.16 Schema, nach dem versucht wurde, die Leitstruktur 20 zu optimieren. Zusa¨tz-
lich angegeben sind die Ki-Werte der Verbindungen.
Diese Verbindung wurde durch eine Abwandlung der in Luo & Castle [1991] beschrie-
benen Synthese erhalten. Als Edukt wurde Anthranilsa¨ure anstelle von Aminothio-
phencarbonsa¨ure eingesetzt (Abb. 3.17). Durch die Verwendung von Anthranilsa¨ure-
Derivaten, die in 5- oder 6-Position substituiert sind, ko¨nnen substituierte Dihydro-
pyridazinochinolintrione erhalten werden. Zur Einfu¨hrung von Variationen in die Leit-
struktur wurde deshalb in der ACD nach Anthranilsa¨ure-Derivaten gesucht, die eine
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geeignete Gruppe fu¨r weitere Verknu¨pfungen in den in Frage kommenden Positionen
besitzen.
Abb. 3.17 Synthese-Schema zur Darstellung von 32 und dessen Derivaten.
Als geeignetes Derivat wurde 2-Aminohydroxybenzoesa¨ure gefunden. Wa¨hrend die
2-Amino-6-hydroxybenzoesa¨ure synthetisch nur sehr aufwa¨ndig zuga¨nglich ist, ist 2-
Amino-5-hydroxybenzoesa¨ure kommerziell erha¨ltlich. Dieses Edukt konnte erfolgreich
zu 33 (Abb. 3.16) umgesetzt werden. Die so erhaltene Verbindung besitzt bereits einen
Ki-Wert von 0,7 µM. Ihre Hydroxylgruppe kann nun dazu dienen, verschiedene Res-
te anzubringen. Etwas nachteilig bei dieser Synthesestrategie ist allerdings, dass die
Einfu¨hrung von Substituenten bereits auf der Stufe des Hydroxyanthranilsa¨ureesters
erfolgen muss, also auf der zweiten Stufe der Synthese.
Dihydropyridazinochinolintrion-Derivate
Modellierungen mit Sybyl [SYBYL] und Moloc [Moloc] haben gezeigt, dass von der
Hydroxylgruppe in 33 ausgehend mit einem CH2-CH2-NH-Fragment der ”
Hot Spot“
im Bereich von Asp280 (Abb.3.15) erreicht werden kann. Direkt benachbart zu die-
ser polaren Aminosa¨ure befindet sich eine lipophile Tasche, die aus Val45, Leu68 und
Val282 gebildet wird. Bei der Optimierung von 33 wurde deshalb versucht, durch ge-
eignete Substituenten sowohl eine Wasserstoffbru¨cke mit Asp280 auszubilden, als auch
die lipophile Tasche zu fu¨llen. Die entworfenen Liganden sind in Tab. 3.8 aufgefu¨hrt.
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Tab. 3.8 Strukturbasiert entworfene Dihydropyridazinochinolintrione.
Nr. Verbindung Ki [µM ]
34 polymerisiert
35 9,4 ± 0,1
Mit Verbindung 34 sollte zuna¨chst das Design-Konzept u¨berpru¨ft werden, ob mit ei-
nem CH2-CH2-NH-Fragment der ”
Hot Spot“ bei Asp280 adressiert werden kann. Ver-
bindung 35 sollte zusa¨tzlich die lipophile Tasche ausfu¨llen. Der Pyrrolidinrest in dieser
Verbindung war zuvor schon zuvor schon als mo¨glicher Substituent zur Optimierung
der Dihydrophthalazindione aufgefallen (Abb. 3.14).
Bei der Darstellung von 34 zeigte sich aber, dass diese Verbindung unvorhergesehen-
erweise polymerisierte. Vermutlich reagiert die aliphatische Aminogruppe mit der Ke-
togruppe des Pyridinonrings. Diese Verbindung stand demnach zur Testung nicht zur
Verfu¨gung.
Von 35 konnte keine Kristallstruktur im Komplex mit Z. mobilis TGT erhalten wer-
den. Der modellierte Bindungsmodus ist in Abb. 3.18 gezeigt. In diesem Bindungsmo-
dus nimmt die Seitenkette des Liganden nach Berechnungen mit Mimumba1 [Klebe &
Mietzner, 1994] energetisch gu¨nstige Torsionswinkel an (Tab. 3.9). Die Seitenkette geht
vermutlich mit dem Stickstoff der Pyrrolidingruppe eine Wasserstoffbru¨cke zu Asp280
ein. Der pKa-Wert dieser Gruppe betra¨gt 11,35 [Perrin, 1965]. Deshalb kann davon
ausgegangen werden, dass diese Gruppe unter den Assay-Bedingungen (pH 7,3) proto-
niert vorliegt. Somit sollte die Verbindung eine ladungsunterstu¨tzte Wasserstoffbru¨cke
zu Asp280 ausbilden.
1Mimumba ist ein Programm zur Generierung von biologisch relevanten Konformationen. Es beruht
auf der statistischen Analyse von kleinen Moleku¨lstrukturen, die in der CSD gespeichert sind.
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Abb. 3.18 Modellierter Bindungsmodus von 35. Das Stickstoffatom der Pyrrolidingruppe be-
findet sich in einem mit DrugScore als gu¨nstig fu¨r Wasserstoffbru¨cken-Donoren vor-
hergesagten Bereich (konturiert auf 80 (gru¨nblau), 84 (blau) und 88 % (violett)). Im
modellierten Bindungsmodus geht dieses Atom eine Wasserstoffbru¨cke zu Asp280 ein. Die
aliphatischen Kohlenstoffe des Restes fu¨llen die lipophile Tasche aus, die aus Val45, Leu68
und Val282 gebildet wird.
Der Ki-Wert von 35 betra¨gt nur 9,4 µM. Vom Modell her kann nicht unmittelbar
abgeleitet werden, warum durch die Seitenkette die Affinita¨t im Vergleich zu 32
(Ki = 3,7 µM) nicht gesteigert werden konnte. Fu¨r Beitra¨ge von ladungsversta¨rkten
Wasserstoffbru¨cken zur Affinita¨t eines Liganden werden Werte von -10 bis -20 kJmol−1
angegeben. Das entspricht einer bis zu 3000fachen Affinita¨tssteigerung [Bo¨hm & Klebe,
1996; Davis & Teague, 1999; Gohlke & Klebe, 2002]. Allerdings sind diese Werte stark
von der Umgebung abha¨ngig. Die Beitra¨ge von vergrabenen Wasserstoffbru¨cken sind
wesentlich ho¨her als von oberfla¨chenexponierten. Bei Asp280 handelt es sich um eine
gut Wasser zuga¨ngliche Aminosa¨ure. Um den vorgeschlagenen Bindungsmodus ein-
zunehmen, muss außerdem ein Wassermoleku¨l, das zu Asp280 eine Wasserstoffbru¨cke
ausbildet, verdra¨ngt werden. Das sollte entropisch gu¨nstig sein, kann aber enthalpisch
ungu¨nstig werden, da die ladungsunterstu¨tzte Wasserstoffbru¨cke des Wassermoleku¨ls
zu Asp280 zuna¨chst gelo¨st werden muss. Zudem gibt es Hinweise darauf, dass Asp280
mechanistisch als generelle Sa¨ure-Base fungiert (Jeffrey Kittendorf, perso¨nliche Mittei-
lung). Die Aufgabe von Asp280 wa¨re es dann, wa¨hrend der Katalyse das freigesetzte
Guanin zu protonieren und preQ1 zu deprotonieren. Asp280 wu¨rde folglich u¨berwie-
gend protoniert vorliegen (Abb. 2.5 auf Seite 15). Ist dies tatsa¨chlich der Fall, wa¨re
der pKa-Wert von Asp280 im Vergleich zum durchschnittlichen pKa-Wert von Aspar-
taten deutlich erho¨ht. Rechnungen zur Vorhersage von pKa-Werten ko¨nnen dies jedoch
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Tab. 3.9 Torsionswinkel, die die Seitenkette von 35 im modellierten Bindungsmodus
einnimmt, im Vergleich zu gu¨nstigen Torsionswinkeln, die in Kristallstruktu-
ren kleiner Moleku¨le gefunden wurden. Der jeweils energetisch gu¨nstigste Winkel ist
unterstrichen. (Berechnet mit Mimumba [Klebe & Mietzner, 1994]).
Torsionswinkel
modellierter
Bindungsmodus
energetisch
bevorzugt
C.sp3(Methylen)-O.sp3-
C.ar(8)-C.ar(9)
-4°
±180°, ±105°,
±75°, 0°
C.sp3(C2’)-C.sp3(Methylen)-
O.sp3-C.ar(8)
-95° -180°, ±90°
O.sp3-C.sp3(Methylen)-
C.sp3(C2’)-N.sp3
67° ±180°, ±60°
nicht besta¨tigen (Ingo Dramburg, perso¨nliche Mitteilung). Diese Rechnungen wurden
allerdings ohne tRNA durchgefu¨hrt, da deren Bindungsmodus nicht bekannt ist. Es ist
denkbar, dass erst durch die tRNA-Bindung der pKa-Wert dieser Aminosa¨ure vera¨n-
dert wird.
Bei den angestellten U¨berlegungen ist einige Vorsicht geboten, weil der Bindungsmo-
dus von 35 nicht experimentell bestimmt werden konnte. Denkbar wa¨re auch, dass
die Pyrrolidingruppe nicht in die Bindetasche zu Asp280 hineinragt, sondern aus
ihr heraussteht. Eine a¨hnliche Seitenketten-Konformation wurde fu¨r Verbindung 65
(Tab. 3.17 auf Seite 104), die ebenfalls eine geladene Aminogruppe besitzt, gefunden
(Abb. 3.39 auf Seite 107).
Eine U¨berpru¨fung, ob sich eventuell der lipophile Teil der Pyrrolidingruppe nega-
tiv auf die Bindungsenergie auswirkt, war mit dem Dihydropyridazinochinolintrion-
Grundko¨rper nicht mo¨glich, weil die entsprechende Verbindung (34) polymerisierte.
Deshalb wurde nach einem chemisch weniger reaktiven Grundgeru¨st gesucht.
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3.4.2 Tetraazaanthrazendion
Wie im vorangegangen Kapitel dargestellt, konnte das Design-Konzept, durch Anfu¨-
gen eines CH2-CH2-NH-Fragments an 33 den ”
Hot Spot“ im Bereich von Asp280 zu
erreichen und dadurch eine Steigerung der Bindungsaffinita¨t zu erzielen, nicht u¨berpru¨ft
werden, weil die entsprechende Verbindung (34) polymerisierte. Wahrscheinlich reagiert
die aliphatische Aminogruppe mit der Carbonylgruppe des Pyridinonrings. Im model-
lierten Bindungsmodus der Leitstruktur (20, Abb. 3.15) geht diese Carbonylgruppe
keine Wechselwirkungen mit Aminosa¨uren der Bindetasche ein. Es sollte deshalb mo¨g-
lich sein, auf die Carbonylgruppe zu verzichten, ohne dabei an Affinita¨t zu verlieren.
Eine zu 32 analoge Verbindung ohne diese Carbonylgruppe ist Tetraazaanthrazendion
(36, Abb. 3.19). Im Vergleich zu 32 ist in dieser Verbindung der Pyridinonring durch
einen Pyrazinring ersetzt. Dadurch ist aus dem als Wasserstoffbru¨cken-Donor fungie-
renden Pyridinon-Stickstoff ein Wasserstoffbru¨cken-Akzeptor geworden. Dieser Teil des
Moleku¨ls geht vermutlich eine Wasserstoffbru¨cke zu W1 ein (Abb. 3.7). Da dieses Was-
sermoleku¨l sowohl als Wasserstoffbru¨cken-Donor als auch als Akzeptor in Bezug auf den
Liganden fungieren kann (Abb. 3.10.II und .III auf Seite 53), sollte diese Vera¨nderung
ebenfalls die Affinita¨t nicht wesentlich beeinflussen.
Abb. 3.19 2,3-Dihydro-2,3,9,10-tetraazaanthrazen-1,4-dion (36)
Verbindung 36 wurde wie in Chattaway & Humphrey [1929] beschrieben synthetisiert.
Ihr Ki-Wert betra¨gt 5,6 ± 0,4 µM und ist damit im Vergleich zur Leitstruktur 20
(Ki = 5,0 µM) unter Beru¨cksichtigung der Fehlergrenzen unvera¨ndert. Dies zeigt, dass
die U¨berlegung, dass die Carbonylgruppe von 20 keinen relevanten Beitrag zur Affinita¨t
liefert, richtig ist. Leider waren aber die Ausbeuten der Synthese nur sehr gering. Diese
Verbindung war deshalb fu¨r eine weitere Optimierung ungeeignet.
3.4.3 Pterine
In den beiden vorangegangenen Kapiteln wurden Dihydropyridazinochinolintrion und
Tetraazaanthrazendion als Leitstrukturen fu¨r TGT-Inhibitoren beschrieben. Bei beiden
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Verbindungsklassen sind aber unerwartete Probleme bei der Stabilita¨t der Verbindung
bzw. der Synthese aufgetreten. Die Verbindungsklasse der Dihydropyridazinochinolin-
trione hat den Nachteil, dass die Carbonylgruppe des Pyridinonrings mit aliphatischen
Aminen reagiert und es so zu einer unerwu¨nschten Polymerisation kommt (Kapitel
3.4.1). Eine Synthese fu¨r eine analoge Verbindung ohne diese Carbonylgruppe (Tetra-
azaanthrazendion) wurde zwar bereits vero¨ffentlicht, aber die erzielten Ausbeuten sind
fu¨r eine weitere Optimierung zu gering (Kapitel 3.4.2). Beide Verbindungsklassen eig-
nen sich somit nicht fu¨r eine weitere Optimierung auf TGT-Inhibition. Es wurde deshalb
nach einer weiteren Leitstruktur gesucht.
Mit einem virtuellen Screening-Lauf basierend auf einem neuen Bindungsmodus (Ka-
pitel 3.3) sind Pterine als potente TGT-Inhibitoren gefunden worden (Tab. 3.7 auf
Seite 58). Phenylpterin (25) hat einen Ki-Wert von 3,8 µM, Pterin selbst (24) von
0,6 µM und 6-Methylpterin (23) von 0,25 µM. Die letztgenannte Verbindung ist der
affinste Ligand, der durch dieses virtuelle Screening entdeckt wurde.
Pterin ist in einer einstufigen Reaktion von 2,4,5-Triamino-6-hydroxypyrimidin mit
Glyoxal (Abb. 3.20) einfach chemisch zuga¨nglich [Mowat et al., 1948]. Werden anstelle
von Glyoxal substituierte Aldehyde eingesetzt, so entstehen Pterine, die in 6- oder 7-
Position derivatisiert sind [Storm et al., 1971]. Die Reaktion zum gewu¨nschten Isomer
kann durch geeignete Reaktionsbedingungen gesteuert werden.
Abb. 3.20 Synthese von Pterinen.
Die Ki-Werte der Pterine 23 - 25 liegen bereits im unteren mikromolaren und sub-
mikromolaren Bereich. Das stellt eine sehr gute Ausgangsbedingung fu¨r die weitere
Optimierung dar [Verlinde & Hol, 1994]. Außerdem ist diese Stoffklasse offensichtlich
leicht zu derivatisieren. Mehr als 60 Derivate mit einer Substitution in 7-Position sind in
der aktuellen Ausgabe der Beilstein-Datenbank gespeichert (Stand Okt. 2002). Diese
beiden Kriterien zusammengenommen machen Pterin zu einer interessanten Leitstruk-
tur fu¨r neue Inhibitoren der Z. mobilis TGT.
Es ist nicht gelungen, die Kristallstruktur von Pterinen im Komplex mit TGT aufzukla¨-
ren. Der Grund dafu¨r ist wahrscheinlich die extrem schlechte Wasserlo¨slichkeit [Albert
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et al., 1952]. Vermutlich nimmt Pterin denselben Bindungsmodus wie 18 (Abb. 3.6 auf
Seite 47) im aktiven Zentrum der Z. mobilis TGT ein (Kapitel 3.3.3). Der modellier-
te Bindungsmodus ist in Abb. 3.21 dargestellt. In diesem Bindungsmodus liegen die
Wasserstoffbru¨cken-Donoren der Verbindung in als gu¨nstig fu¨r Donoren vorhergesagten
Bereichen.
In Kapitel 3.5 werden TGT-Kristallstrukturen im Komplex mit Chinazolinonen be-
schrieben. Bei der Analyse der Strukturen ist aufgefallen, dass sich die Seitenkette von
Asp102 bei bestimmten Liganden bei pH 8,5 (Abb. 3.27 auf Seite 84, 3.31.III auf Seite
90und 3.44.II auf Seite 113) sowie bei allen Liganden bei pH 5,5 (Kapitel 3.5.4) zum
Liganden dreht. Unter der Annahme, dass der Ligand an der Pyrimidin-Teilstruktur
des Chinazolinon-Geru¨stes protoniert vorliegt, geht die terminale Carboxylatgruppe ei-
ne gegabelte Wasserstoffbru¨cke mit ihm ein (Abb. 3.36). Dieser Pyrimidin-Baustein ist
formal auch in Pterin enthalten. Allerdings betra¨gt der pKa-Wert dieses Bausteins in
Pterin lediglich 2,3 [Albert et al., 1952]. Er liegt deutlich tiefer als in Chinazolinonen
(≈ 3,5 - 4,5, Tab. 3.19 auf Seite 114). Deshalb ist es fraglich, ob bei der Bindung von
Pterin mit einer Rotation der Seitenkette von Asp102 hin zum Liganden zu rechnen
ist.
Im vorgeschlagenen Bindungsmodus werden die ausgezeichneten
”
Hot Spots“ im Be-
reich von Asp102 und 280 sowie die lipophile Subtasche, die aus Val45, Leu68, Cys281
und Val282 gebildet wird, nicht adressiert. Durch Substituenten in 6-Position ko¨nnen
diese Bereiche erreicht werden.
Design von Pterin-Derivaten
Im ersten Design-Zyklus sollten durch eine einfache Synthese schnell unterschiedliche
Inhibitoren erhalten werden. Ein einfacher Zugang zu dieser Stoffklasse ist die Reak-
tion von 2,4,5-Triamino-6-hydroxypyrimidin mit substituieren Aldehyden (Abb. 3.20).
Allerdings ko¨nnen durch diese Reaktion Konstitutionsisomere entstehen. Das Produkt
kann sowohl in 6- als auch in 7-Position substituiert sein. Durch die Wahl geeigneter
Reaktionsbedingungen kann die Reaktion gesteuert werden. Die Bedingungen sind vom
jeweiligen Aldehyd abha¨ngig und mu¨ssen somit fu¨r jede Reaktion neu herausgefunden
werden. Dies steht einem schnellen Zugang der Derivaten im Wege. Deshalb wurde
zuna¨chst als Grundko¨rper ein Pterin ausgewa¨hlt, welches bereits eine kurze Seitenket-
te in 7-Position entha¨lt. Durch Derivatisierung der Seitenkette ko¨nnen dann geeignete
Reste angeknu¨pft werden. Das Problem der Konstitutionsisomere wird so umgangen.
Die Seitenkette mit
”
Linker“ sollte mo¨glichst kurz sein, damit der daran angeknu¨pf-
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Abb. 3.21 Modellierter Bindungsmodus von 24. Die Donorgruppen der Verbindung liegen
in als gu¨nstig fu¨r Wasserstoffbru¨cken-Donoren vorhergesagten Bereichen. (Berechnet mit
DrugScore (N.3-Sonde), konturiert auf 80 (gru¨nblau), 84 (blau) und 88 % (violett).)
Nicht adressiert werden die ausgezeichneten ”Hot Spots“ im Bereich von Asp102 und
Asp280 sowie die lipophile Subtasche, die aus Val45, Leu68, Cys281 und Val282 gebildet
wird.
te Rest in die Bindetasche ragt und nicht aus ihr heraus. Die drei Derivate mit der
ku¨rzesten Seitenkette in der Beilstein-Datenbank sind 7-Chloro-, 7-Hydroxy- und
7-Methylpterin. Das Chlorderivat ist ungeeignet, da ein Chloratom nur schlecht sub-
stituiert werden kann. Fu¨r die Hydroxyverbindung wurde keine geeignete Synthese-
vorschrift gefunden. Fu¨r 7-Methylpterin hingegen ist eine Synthese ausgehend von
Methylglyoxal beschrieben [Storm et al., 1971]. Eine Vorschrift zur Bromierung der
Seitenkette wurde ebenfalls vero¨ffentlicht [Waller et al., 1952]. Des weiteren existiert
eine Literaturvorschrift zur Umsetzung der nahe verwandten Verbindung 2,4-Diamino-
6-bromomethylpteridin mit verschiedenen S- und O-Nukleophilen [Fro¨hlich et al.,
1999]. Die besten Ausbeuten wurden dabei erwartungsgema¨ß mit der Reaktion mit
S-Nukleophilen erzielt (67 % fu¨r S-Nukleophile gegenu¨ber 8 - 50 % fu¨r O-Nukleophile).
Durch eine Kombination der drei Synthesen sollte es mo¨glich sein, einfach Pterinderi-
vate zu erhalten (Abb. 3.22). Sehr gu¨nstig fu¨r einen direkten Zugang fu¨r Derivate
ist, dass die Variation erst im letzten Schritt eingefu¨hrt wird. Um gute Ausbeuten zu
erzielen, wurden nur aliphatische Thiol-Derivate beru¨cksichtigt.
Zur Entwicklung von Ideen fu¨r Substituenten wurde die ACD [ACD] nach geeigneten
Thiolen durchsucht. Dabei wurde nach einem hierarchischen Protokoll vorgegangen.
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Abb. 3.22 Synthesestrategie fu¨r Pterin-Derivate mit einer Substitution in 7-Position.
Im ersten Schritt wurde mit Unity/ Selector nach aliphatischen Thiolen (SLN2:
SHCH) gefiltert. Dieses Kriterium erfu¨llten 701 von 215.212 Verbindungen. Im zweiten
Schritt wurde in dieser Hitliste nach Verbindungen gesucht, die genau einer Thiolgrup-
pe enthalten sowie ein Molekulargewicht kleiner 300 Dalton besitzen und nicht mehr
als sechs drehbaren Bindungen aufweisen. Diese Kriterien wurden zum einem gewa¨hlt,
um Nebenreaktionen bei der Synthese zu vermeiden, zum anderen, um nicht zu große
und flexible Verbindungen als Produkte zu erhalten [Hann et al., 2001; Oprea et al.,
2001]. Nach dieser Suche verblieben 204 Verbindungen. Das Herausfiltern von Dupli-
katen reduzierte die Zahl letztendlich auf 148 Hits.
Die gefundenen Fragmente wurden mit einem SPL-Skript3 mit 7-Methylpterin zu po-
tenziellen Inhibitoren verknu¨pft. Die dadurch erhaltenen Verbindungen wurden in die
Z. mobilis TGT-Bindetasche in der Orientierung, wie sie in TGT·18 vorliegt (Abb.
3.10), mit FlexX [Rarey et al., 1996] eingepasst. Fu¨r 144 Verbindungen wurde eine
Docking-Lo¨sung gefunden.
Die drei Verbindungen, die von DrugScore [Gohlke et al., 2000a] am besten bewertet
wurden, sind in Tab. 3.10 aufgefu¨hrt. Diese Verbindungen sind sehr groß. In dem von
FlexX vorgeschlagenen Bindungsmodus ragt ein großer Teil der Seitenkette aus der
Bindetasche heraus. Zudem besitzen diese Verbindungen ein relativ hohes Molekular-
gewicht. Das niedrigste Molekulargewicht der vorgeschlagenen Derivate betra¨gt 223,24
Dalton, das ho¨chste liegt bei 458,46 Dalton. Das Molekulargewicht der Verbindungen
auf Rang 1 - 3 ist jeweils gro¨ßer als 420 Dalton. Damit geho¨ren sie zu den 18 schwersten
Verbindungen auf dieser Hitliste.
Der Scoring-Wert von DrugScore ist die Summe aller Protein-Ligand-Kontakte im
Bereich von 1 bis 6 A˚ (Kapitel 5.4.1.2, [Gohlke et al., 2000b]). Dadurch ist die Bewer-
tung abha¨ngig von der Anzahl der Ligandatome und damit von der Gro¨ße der Moleku¨le.
In einer Studie zum Vergleich verschiedener Bewertungsfunktionen wurde deshalb zum
Ausgleich der Term fu¨r rotierbare Bindungen, der in der FlexX-Scoring-Funktion ent-
halten ist [Bo¨hm, 1994], dazu addiert [Stahl & Rarey, 2001]. Dieser Term nimmt in der
2SLN: Sybyl Line Notation; Kurzschreibweise fu¨r Moleku¨le
3SPL: SYBYL Programming Language; Skript-Sprache in Sybyl
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Regel mit der Gro¨ße von wirkstoffa¨hnlichen Moleku¨len zu. Um kleine Verbindungen,
die eine gute Bewertung von DrugScore erhalten haben, im vorderen Bereich der
Hitliste anzureichern, wurde deshalb in dieser Studie die Bewertung von DrugScore
auf das Molekulargewicht der Verbindung bezogen. Nach diesem Bewertungsverfahren
befinden sich die Verbindungen 37 - 39 nur noch auf den Ra¨ngen 102, 105 und 92. Auf
den vorderen Ra¨ngen hingegen liegen nun sehr interessante kleinere Moleku¨le (Tab.
3.11).
Tab. 3.10 Liste der drei Verbindungen, die von DrugScore am besten bewertet wurden.
Nr. Rest (R1)
DrugScore
(Rang)
Molekular-
gewicht
DS/MW×100
(Rang)
37 -66,00 (1) 452,51 -14,59 (103)
38 -63,63 (2) 433,49 -14,54 (105)
39 -63,09 (3) 421,46 -14,97 (92)
Aus dieser neu sortierten Hitliste wurden Verbindungen zur Synthese und anschließen-
der Bestimmung der Ki-Werte nach folgenden Kriterien ausgesucht:
 Synthetisierbarkeit,
 Komplementarita¨t zwischen Ligand- und Proteinoberfla¨che,
 Fehlen von ungu¨nstigen van der Waals-Wechselwirkungen nach der Minimierung
mit Moloc,
 Diversita¨t der Reste und
 gute Bewertung durch DrugScore-Score nach der Skalierung.
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Tab. 3.11 Liste von Verbindungen, die nach einer Skalierung des DrugScore-Scores auf
das Molekulargewicht am besten bewertet wurden.
Nr. Rest (R1)
DrugScore
(Rang)
Molekular-
gewicht
DS/MW×100
(Rang)
40 -45,51 (130) 253,30 -17,96 (1)
41 -44,94 (132) 251,30 -17,88 (2)
42 -44,28 (136) 249,29 -17,76 (3)
43 -47,18 (110) 266,28 -17,72 (4)
44 -46,97 (112) 265,29 -17,71 (5)
45 -46,72 (119) 266,26 -17,55 (9)
46 -48,55 (74) 277,35 -17,51 (11)
Die ausgewa¨hlten Verbindungen (40, 41, 46 und 47) sind in Tab. 3.12 aufgefu¨hrt.
Zudem haben Modellierungen mit Moloc ergeben, dass 49 eine viel versprechende
Verbindung ist. Diese Verbindung wurde durch das Computerdesign nicht vorgeschla-
gen, weil da nur aliphatische Thiole beru¨cksichtigt worden sind. Verbindung 48 ist als
Nebenprodukt in der Synthese angefallen. Sie wurde ebenfalls getestet.
U¨berraschenderweise ist der Ki-Wert des 7-Methylpterin-Grundko¨rpers (50) mit Ki =
5,6 µM eine Gro¨ßenordnung schlechter als der von 24 (Pterin). Modellierungen in
Moloc zeigen jedoch keine ungu¨nstigen Wechselwirkungen fu¨r die Methylgruppe.
Der von FlexX vorgeschlagenen Bindungsmodus fu¨r 40 ist in Abb. 3.23 gezeigt.
In diesem Bindungsmodus geht die Aminogruppe von 40 eine Wasserstoffbru¨cke zu
Asp280 ein. Die Ki-Werte der Verbindungen 40 (Aminoethyl-Substituent), 41 (Propyl-
Substituent) und 46 (Cyclopentyl-Substituent) fallen mit Ki = 3,4, 7,9 bzw. 5,2 µM
unter Beru¨cksichtigung der Fehler jedoch in denselben Bereich wie der des unsubstitu-
ierten 7-Methylpterins. Offensichtlich vermag die vermutlich sogar ladungsunterstu¨tz-
te Wasserstoffbru¨cke der terminalen Aminogruppe von 40 mit Asp280 die Affinita¨t
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Tab. 3.12 Liste von Verbindungen, die synthetisiert und anschließend auf TGT-Inhi-
bition getestet wurden.
Nr. Formel
DrugScore
(Rang)
DS/MW×100
(Rang) Ki [µM ]
40 -45,51 (130) -17,96 (1) 3,4 ± 0,4
41 -44,94 (132) -17,88 (2) 7,9 ± 1,9
46 -48,55 (74) -17,51 (11) 5,2 ± 0,8
47 -48,32 (79) -16,70 (35) ∗)
48 -39,49 -17,85 6,7 ± 0,9
49 -45,39 -15,58 0,45 ± 0,05
50 -36,41 -20.55 5,6 ± 1,7
∗) Synthese ist noch in Arbeit.
nicht zu steigern. Auch lipophile Reste zeigen keinen positiven Einfluss. Derselbe Ef-
fekt wurde auch beim Versuch, die Affinita¨t von Chinazolinonen zu steigern (Kapitel
3.5), beobachtet.
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Abb. 3.23 Dockinglo¨sung (Rang 1) von 40. Um den Wasserstoffbru¨cken-Donor ”Hot Spot“ bei
Asp280 zu erreichen (berechnet mit DrugScore (N.3-Sonde), konturiert auf 80 (gru¨n-
blau), 84 (blau) und 88 % (violett), nimmt die Verbindung fu¨r den Torsionswinkel N.ar-
C.ar-C.sp3-S.sp3 einen ungu¨nstigen Wert von ca 30° ein.
Laut Mimumba sind fu¨r den Torsionswinkel N.ar-C.ar-C.sp3-S.sp3 (Abb. 3.24) 0°, 90°
und 180° bevorzugte Konformationen, wobei 90° deutlich am gu¨nstigsten ist. Dieser
gu¨nstige Torsionswinkel kann von den Pterinderivaten auf Grund ungu¨nstiger steri-
scher Wechselwirkungen mit Tyr106 auf der einen und Gly261 auf der anderen Seite in
der Bindetasche der Z. mobilis TGT nicht eingenommen werden. Die Pterin-Derivate
40, 41 und 46 ko¨nnen aber alle einen Torsionswinkel von 0° einnehmen. In dieser Kon-
formation kann die aliphatische Aminogruppe von 40 aber keine Wasserstoffbru¨cke zu
Asp280 eingehen. Dazu mu¨sste das Schwefelatom in Verbindung 40 aus einer gu¨nsti-
gen Konformation herausgedreht werden und der Torsionswinkel N.ar-C.ar-C.sp3-S.sp3
einen ungu¨nstigen Wert von ca 30° einnehmen (Abb. 3.23). Das ko¨nnte ein Grund da-
fu¨r sein, warum eine, mo¨glicherweise sogar ladungsunterstu¨tzte, Wasserstoffbru¨cke zu
Asp280 in dieser Verbindung nicht zu einer Affinita¨tssteigerung fu¨hrt.
Abb. 3.24 Torsionswinkel N.ar-C.ar-C.sp3-X. Bevorzugte Konformationen fu¨r X = S sind 0°,
90° und 180°, fu¨r X = O 0°, 75°, 90° und 180° sowie fu¨r X = N 0°, 45°, 90°, 120° und 150°.
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Die affinste Verbindung dieser Serie ist 49. Ihr Ki-Wert ist mit 0,45 µM um mehr
als eine Gro¨ßenordnung niedriger als der von 7-Methylpterin (50). Er fa¨llt in den-
selben Bereich wie der von Pterin (24). Der in Moloc modellierte Bindungsmodus
sowie DrugScore-
”
Hot Spots“, berechnet mit einer C.ar-Sonde, sind in Abb. 3.25
dargestellt. Der Thiophenring dieser Verbindung liegt exakt in einem Bereich, der von
DrugScore als gu¨nstig fu¨r aromatische Kohlenstoffe vorhergesagt wird. Im na¨chsten
Design-Zyklus ko¨nnten daher durch den Austausch des Thiophenrings gegen andere
Aromaten die molekularen Erkennungseigenschaften dieser Subtasche weiter abgetas-
tet werden.
Abb. 3.25 Modellierter Bindungsmodus von 49. Der Thiophenring dieser Verbindung liegt
exakt in einem Bereich, der von DrugScore als gu¨nstig fu¨r aromatische Kohlenstoffe
vorhergesagt wird (konturiert auf 89 (violett), 91 (orange) und 95 % (gelb)).
Die Ethoxy-Verbindung 48 ist als Nebenprodukt in der Synthese angefallen. Ihr Ki-
Wert fa¨llt mit 6,7 µM ebenfalls in denselben Bereich wie der des Grundko¨rpers. Auch
wenn ein direkter Vergleich zu 41 nicht gezogen werden kann, weil diese Verbindung
statt der Ethyl- eine Propylgruppe entha¨lt, so scheint doch die Substitution des Schwe-
fels gegen Sauerstoff in diesem Fall keinen gravierenden Einfluss auf die Affinita¨t aus-
zuu¨ben. Im Vergleich zu Schwefel verlangt eine N.ar-C.ar-C.sp3-O.sp3-Kette andere
gu¨nstige Torsionswinkel (0°, 75°, 90° und 180°), wobei 180° der energetisch bevorzug-
teste ist (Abb. 3.24). Die C-O-Bindung ist im Vergleich zur C-S-Bindung etwa 0.4 A˚
ku¨rzer. Dieser Unterschied in der Bindungsla¨nge ermo¨glicht es, dass in 7-Oxymethyl-
3.4 Optimierung von Hits aus dem virtuellen Screening 79
Pterinen im Gegensatz zu 7-Sulfanylmethyl-Pterinen der Torsionswinkel N.ar-C.sp3-
C.ar-X (X = O bzw. S) 90° einnehmen kann, ohne dass es zu sterischen Konflik-
ten mit den umgebenden Aminosa¨uren kommt. Ein Torsionswinkel von 75° ist eben-
falls sterisch erlaubt. Somit ermo¨glicht eine Oxymethyl-Gruppe im Gegensatz zu einer
Sulfanylmethyl-Gruppe eine gro¨ßere konformative Freiheit der Pterine in der Bindeta-
sche der TGT. Da außerdem zahlreiche Alkohole in der ACD gespeichert sind, ko¨nnte
im na¨chsten Design-Zyklus deshalb versucht werden, durch Oxymethyl-Pterine die Af-
finita¨t des Grundko¨rpers weiter zu steigern.
Interessant wa¨re es auch, das Schwefelatom der Seitenkette durch ein Stickstoffatom
zu ersetzen. Zum einen ko¨nnen dadurch andere Konformationen der Seitenkette er-
reicht werden, denn gu¨nstige Torsionswinkel fu¨r N.ar-C.ar-C.sp3-N.sp3 sind 0°, 45°,
90°, 120° und 150° (Abb. 3.24), wobei der gu¨nstigste Torsionswinkel 90° betra¨gt. Aller-
dings sind die Energieunterschiede zwischen den einzelnen Konformationen sehr gering.
Zum anderen haben Modellierungen mit Moloc gezeigt, dass u¨ber das Stickstoffatom
Wasser verbru¨ckte Wechselwirkungen zum Protein ausgebildet werden ko¨nnen. Aller-
dings muss fu¨r diesen Verbindungstyp eine neue Synthese erarbeitet werden. Bei dem
Versuch, 7-[(2-aminoethylamino)-methyl]-Pterin analog zu 7-[(2-aminoethylsuflanyl)-
methyl]-Pterin zu synthetisieren, wurde ein Gemisch zahlreicher Produkte erhalten.
Das gewu¨nschte Produkt konnte aber nicht isoliert werden (Hans-Dieter Gerber, per-
so¨nliche Mitteilung). Ein mo¨glicher Ansatz wa¨re es, anstelle von 50 7-Formylpterin zu
synthetisieren. Durch reduktive Aminierung ko¨nnte dann das gewu¨nschte Produkt er-
halten werden. Eine Vorschrift zur Synthese von 7-Formylpterin ist bereits beschrieben
[Taylor & Dumas, 1981].
3.4.4 Zusammenfassung und Schlussfolgerungen
Ausgehend von Hits aus dem virtuellen Screening (Kapitel 3.3) wurde versucht, Ligan-
den auf TGT-Inhibition zu optimieren.
In Verbindung 20 wurde zuna¨chst der Thiophenring bioisoster gegen einen Benzolring
ausgetauscht (32). Anschließend wurde eine Hydroxylgruppe als
”
Linker“ eingefu¨gt
(33). Diese Verbindung besitzt bereits einen Ki-Wert von 0,7 µM. Zur Optimierung
wurde weiter versucht, einen Wasserstoffbru¨cken-Donor-
”
Hot Spot“ zu adressieren, der
sich in der Na¨he von Asp280 befindet (Abb. 3.15). Die Synthese einer Verbindung, die
einen Pyrrolidinring entha¨lt (35), ist gelungen. Allerdings konnte durch diese Substi-
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tution die Affinita¨t nicht gesteigert werden. Beim Versuch, anstelle des Pyrrolidinrings
eine Aminoethoxy-Gruppe anzufu¨gen, polymerisierte die Verbindung (34). Vermutlich
reagiert die terminale Aminogruppe mit der Carbonylgruppe des Pyridinonrings. Ein
analoger Grundko¨rper ohne diese Carbonylgruppe (36) konnte nach einer Literaturvor-
schrift ebenfalls synthetisiert werden (Kapitel 3.4.2). Allerdings waren die Ausbeuten
gering, so dass er fu¨r eine weitere Optimierung nicht geeignet war.
Die affinste Stoffklasse, die bei dem vorangegangenen virtuellen Screening gefunden
worden war, war die der Pterine (Kapitel 3.3). Pterin (24) und 6-Methylpterin (23)
sind bereits im submikromolaren Bereich aktiv. Da diese Stoffe in wenigen Schritten
synthetisiert werden ko¨nnen (Abb. 3.20), wurde versucht, durch geeignete Derivate die
Affinita¨t von Pterin zu steigern. Als Ausgangsverbindung diente 7-Methylpterin (50).
Aus nicht eindeutig erkla¨rbaren Gru¨nden ist dessen Affinita¨t im Vergleich zu 23 um
ca. eine Gro¨ßenordnung schlechter.
Eine Suche in der ACD erbrachte einige interessante Fragmente zur Anknu¨pfung an
den Pterin-Grundko¨rper. Aliphatische Reste (41, 46) konnten die Affinita¨t jedoch nicht
steigern. Auch eine Aminoethyl-Gruppe (40) brachte keinen positiven Einfluss auf die
Bindungsenergie. Dies wurde auch fu¨r Verbindung 35 beobachtet. Beide Verbindungen
ko¨nnen im modellierten Bindungsmodus eine, vermutlich sogar ladungsunterstu¨tzte,
Wasserstoffbru¨cke zu Asp280 ausbilden (Abb. 3.18 und 3.23). Von solch einer Wechsel-
wirkung kann eine Affinita¨tssteigerung um bis zu Faktor 3000 erwartet werden [Bo¨hm
& Klebe, 1996; Davis & Teague, 1999; Gohlke & Klebe, 2002]. Dies ist aber hier nicht
der Fall. Bei Verbindung 40 kann spekuliert werden, dass konformative Effekte dafu¨r
verantwortlich sind. Die Seitenkette in dieser Verbindung muss ungu¨nstige Torsionswin-
kel einnehmen, um mit Asp280 wechselwirken zu ko¨nnen. Fu¨r 35 trifft diese Erkla¨rung
nicht zu. In diesem Fall nimmt die Seitenkette energetisch gu¨nstige Torsionswinkel ein.
Es gibt aber Hinweise darauf, dass Asp280 mechanistisch als generelle Sa¨ure-Base fun-
giert (Jeffrey Kittendorf, perso¨nliche Mitteilung). Die Aufgabe von Asp280 wa¨re es
dann, wa¨hrend der Katalyse preQ1 zu deprotonieren. Asp280 wu¨rde bei diesem Vor-
gang selbst protoniert werden (Abb. 2.5 auf Seite 15). Ist dies tatsa¨chlich der Fall,
wa¨re der pKa-Wert von Asp280 im Vergleich zum durchschnittlichen pKa-Wert dieser
Aminosa¨ure vermutlich deutlich erho¨ht. Dies ko¨nnte eine mo¨gliche Erkla¨rung dafu¨r
liefern, warum eine Wasserstoffbru¨cke zu Asp280 keine Affinita¨tssteigerung erbrachte.
Rechnungen zur Vorhersage von pKa-Werten ko¨nnen diese U¨berlegung jedoch nicht
stu¨tzen (Ingo Dramburg, perso¨nliche Mitteilung). Die getroffene Erkla¨rung ist aber
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mit gewisser Vorsicht zu betrachten, weil der Bindungsmodus dieser Liganden nicht
experimentell bestimmt werden konnte.
Das affinste Pterin-Derivat dieses Design-Zyklus ist 49mit einem Ki-Wert von 0,45 µM.
Der Thiophenring in dieser Verbindung liegt exakt in einem als gu¨nstig fu¨r aromatische
Kohlenstoffe vorhergesagten Bereich (Abb. 3.25). Im na¨chsten Design-Zyklus ko¨nnten
durch den Austausch des Thiophenrings gegen andere Aromaten die molekularen Er-
kennungseigenschaften dieser Subtasche weiter abgetastet werden.
Im Gegensatz zu der Stoffklasse der Dihydropyridazinochinolintrione ist es bei der Stoff-
klasse der Pterine gelungen, eine Synthese zu etablieren, die in nur drei Schritten einen
Zugang zu Pterin-Derivaten liefert. Der Vorteil dieser Synthese ist zusa¨tzlich, dass die
Variation erst in der letzten Stufe erfolgt, so dass auf schnellem und direktem Weg
diverse Derivate erhalten werden ko¨nnen. Im ersten Design-Zyklus der Pterinderivate
wurden nur aliphatischen Thiole als Edukte in einer Datenbanksuche beru¨cksichtigt.
Die Erfahrungen, die bei der Synthese der in Tab. 3.12 aufgefu¨hrten Verbindungen ge-
macht wurden, haben aber gezeigt, dass auch aromatische Thiole sowie Hydroxylgrup-
pen gut mit der bromierten Zwischenstufe reagieren. Fu¨r den zweiten Design-Zyklus
empfiehlt es sich deshalb, auch solche Verbindungen einzubeziehen. Modellierungen ha-
ben zudem ergeben, dass auch ein Ersatz des Schwefelatoms gegen ein Stickstoffatom
zu interessanten Derivaten fu¨hren kann, da u¨ber das Stickstoffatom vermutlich Was-
ser verbru¨ckte Wechselwirkungen zum Protein ausgebildet werden ko¨nnen. Allerdings
muss dafu¨r eine neue Synthese erarbeitet werden, da die Nukleophilie des Stickstoffs
fu¨r eine Substitution des Bromatoms nicht ausreichend ist.
Ein entscheidender Nachteil aller drei Stoffklassen soll allerdings nicht verschwiegen
werden. Wegen der nur sehr schlechten Wasserlo¨slichkeit der Verbindungen in der
”
Soaking“-Lo¨sung ist es bisher nicht gelungen, eine Struktur der Liganden im Kom-
plex mit Z. mobilis TGT zu erhalten.
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3.5 Chinazolinone als Inhibitoren der TGT
In Zusammenarbeit mit Emmanuel Meyer, Arbeitsgruppe Franc¸ois Diederich, ETH
Zu¨rich, wurden Chinazolinone als Inhibitoren der TGT untersucht. Schwerpunkt in
der Kooperation war die Messung der Ki-Werte dieser Inhibitoren sowie deren ro¨nt-
genstrukturanalytische Charakterisierung im Komplex mit Z. mobilis TGT.
3.5.1 2-Amino-3H -chinazolin-4-on als Leitstruktur
In Analogie zu preQ1, dem natu¨rlichen Substrat der TGT, wurde 2-Amino-3H -chinazo-
lin-4-on als Leitstruktur entworfen. Der Grundko¨rper kann potenziell wie das Substrat
Wasserstoffbru¨cken zu Asp156, Gln203 und Gly230 eingehen sowie pi-Wechselwirkungen
zu Met260 und Tyr106 ausbilden (Abb. 2.7 und 3.26) [Meyer et al., 2002].
Abb. 3.26 Ausschnitt der Bindetasche der TGT mit dem modellierten Bindungsmodus
von 51. Met260 (nicht gezeigt) befindet sich in der dargestellten Ansicht hinter dem
Liganden und Tyr106 (nicht gezeigt) vor ihm.
Der Einfluss einer Wasserstoffbru¨cke zur Carbonylgruppe von Leu231, die preQ1 eben-
falls eingeht, wurde mit den Verbindungen 51 und 52 (Tabelle 3.13) untersucht.
Verbindung 51 entspricht dem in Kapitel 3.3.1 beschriebenen Pharmakophor-Modell
fu¨r TGT-Inhibitoren. U¨berraschenderweise sind bei einem virtuellen Screening mit die-
sem Modell keine 2-Amino-3H -chinazolin-4-one gefunden worden (Kapitel 3.3.2). Der
Grund dafu¨r ist, dass dieser einfach aufgebaute Grundko¨rper in keiner der verwendeten
Datenbanken (Kapitel 5.4.3) abgelegt ist.
Zur Verifizierung des vermuteten Bindungsmodus wurden Kristallstrukturanalysen der
Liganden im Komplex mit TGT durchgefu¨hrt.
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Tab. 3.13 2-Amino3H -Chinazolin-4-one als Leitstruktur-Kandidaten.
Nr. Name Verbindung Ki [µM ]
51
2,6-Diamino-8-
bromo-3H -
chinazolin-4-on
9,1 ± 1,0
52
2-Amino-8-
methyl-3H -
chinazolin-4-on
125
Kristallstruktur von TGT·51
Ligand 51 konnte erfolgreich in einen Kristall eindiffundiert werden. Die Kristallstruk-
tur mit einer Auflo¨sung von 1,9 A˚ ist in Abb. 3.27 gezeigt.
Teile des Liganden sind sehr gut in der |Fo|-|Fc|-Elektronendichte (konturiert auf 2,5
σ) zu sehen. Allerdings ist in dem erwarteten Bindungsmodus keine Elektronendichte
fu¨r das elektronenreiche Bromatom zu erkennen. Dieses Faktum bleibt auch nach der
anschließenden Verfeinerung bestehen. Elektronendichte fu¨r ein Wassermoleku¨l ist in
1,9 A˚ Abstand von der vermuteten Position des Bromatoms aufzufinden. Diese sehr
u¨berraschende Beobachtung kann auf zwei Wegen interpretiert werden. Entweder lag
von der Synthese her eine Verunreinigung mit der nicht bromierten Verbindung vor,
die im Kristall populiert wurde, oder der Ligand nimmt mehrere Bindungsmoden ein.
Im letzteren Fall wa¨re die Elektronendichte des Bromatoms u¨ber mehrere Positionen
verteilt und ko¨nnte so selbst als Starkstreuer nicht mehr erkannt werden.
Die Seitenkette des Asp102 nimmt zwei unterschiedliche definierte Konformationen
ein. In der einen Konformation ist sie zum Liganden hinorientiert. Die terminale Car-
boxylatgruppe geht dann eine gegabelte Wasserstoffbru¨cke zur 2-Aminogruppe und
zum N1 des Inhibitors ein (unter der Annahme, dass dieser protoniert ist). In der an-
deren Konformation ist sie vom Liganden weggedreht. Diese Konformation von Asp102
war bisher in allen bekannten Ligand-TGT-Komplexen zu beobachten.
Betrachtet man rein die Form des Liganden ohne Beru¨cksichtigung der Atomtypen
und der Wasserstoffatome, so ist sein Geru¨st inversionssymmetrisch. Das Symmetrie-
zentrum liegt in der Mitte der C4a-C8a-Bindung. Beru¨cksichtigt man nur die Form der
Elektronendichte, kann deshalb auch ein Bindungsmodus postuliert werden, in dem
84 3.5 Chinazolinone als Inhibitoren der TGT
(I) (II)
Abb. 3.27 Kristallstruktur der Z. mobilis TGT im Komplex mit 51 bei einer Auflo¨sung
von 1,93 A˚. Die |Fo|-|Fc|-Elektronendichte (gru¨n, konturiert auf 2,5 σ) ist zerrissen. Fu¨r
die Aminopyrimidinon-Teilstruktur sowie die aromatische Aminogruppe ist die Elektro-
nendichte gut definiert. Fu¨r das Bromatom ist keine Dichte zu sehen. (II) Der Inhibitor
ist bis auf das Bromatom (Populationsparameter fu¨r Brom wurden wa¨hrend der Verfei-
nerung auf 0 gesetzt) eindeutig in der 2|Fo|-|Fc|Elektronendichte des verfeinerten Struk-
turmodells (gru¨nblau, konturiert auf 1,0 σ) zu erkennen. Fu¨r die Seitenkette von Asp102
ist Elektronendichte fu¨r zwei Konformationen vorhanden. In der einen, besser definierten,
Konformation ist die Seitenkette zum Ligand hinorientiert, in der anderen ist sie von ihm
weg gedreht.
das Bromatom zu Gly230 und Gln203 und die Aminogruppe der Aminopyrimidinon-
Teilstruktur zu Leu231 zeigen mu¨ssten (Abb. 3.28.I). Des Weiteren ko¨nnte die Form der
Elektronendichte auch prinzipiell zu einem Bindungsmodus passen, in dem der Ligand
so gedreht ist, dass seine Carbonylgruppe weiterhin zu Gly230 und Gln203 orientiert
ist, aber die 6-Aminogruppe zu Asp156 steht (Abb. 3.28.II). Aus sterischen Gru¨nden
muss in diesem Bindungsmodus Asp102 vom Ligand wegorientiert sein. Der Abstand
vom C7-Atom des Liganden zum Sauerstoff der Carboxylatgruppe des Aspartats wa¨re
sonst mit nur 2,1 A˚ unerlaubt kurz. Aus Symmetriegru¨nden ist auch der in Abbildung
3.28.III gezeigte Bindungsmodus mit dem Bromatom zu Gly230 und Gln203 und der
aromatischen Aminogruppe zu Leu231 vorstellbar.
In den vier denkbaren Bindungsmoden liegt das Bromatom jeweils an verschiedenen
Aufenthaltsorten. Dies wa¨re zumindest eine Erkla¨rung dafu¨r, dass in der beobachteten
Elektronendichte keine hervorgehobene Position fu¨r einen Starkstreuer zu erkennen ist.
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(III)
Abb. 3.28 Denkbare Bindungsmoden von 51 im Komplex mit Z. mobilis TGT. Auf Grund
der Inversionssymmetrie des Liganden sind von der Form der Elektronendichte her ver-
schiedene Bindungsmoden mo¨glich.
Es muss aber betont werden, dass diese Interpretation davon ausgeht, dass tatsa¨chlich
das Bromderivat in der Enzymbindetasche vorliegt und dass nur auf die Einpassung
der Geometrie des Ligandengeru¨stes geachtet wurde. In Hinblick auf die intermoleku-
laren Wechselwirkungen, z. B. in Form der ausgebildeten Wasserstoffbru¨cken erscheint
aber nur der Bindungsmodus aus Abb. 3.27 plausibel. Allerdings erkla¨rt dies nicht die
fehlende Elektronendichte fu¨r ein Bromatom.
In Kristallstrukturen von Chinazolin-4-onen im Komplex mit TGT, die bei pH 5,5
kristallisiert wurden, wird fu¨r die Seitenkette von Asp102 nur die zum Ligand hinorien-
tierte Konformation beobachtet (Kapitel 3.5.4). Diese Konformation ist aus sterischen
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Gru¨nden (zu kurzer Abstand zwischen dem Bromatom und der Carboxylatgruppe) mit
den Bindungsmoden, wie sie in Abb. 3.28.II und III (kristallisiert bei pH 8,5) gezeigt
sind, unvereinbar. Es ist deshalb zu erwarten, dass von 51 bei pH 5,5 nur die Bindungs-
moden, die in Abb. 3.27.II und 3.28.I gezeigt sind, eingenommen werden ko¨nnen.
Die Struktur von 51 im Komplex mit TGT, kristallisiert bei pH 5,5, mit einer Auflo¨sung
von 1,8 A˚ ist in Abb. 3.29 dargestellt.
(I) (II)
Abb. 3.29 Kristallstruktur der Z. mobilis TGT im Komplex mit 51 bei einer Auflo¨sung
von 1,8 A˚, kristallisiert bei pH 5,5. (I) Die |Fo|-|Fc|-Elektronendichte (gru¨n, kon-
turiert auf 2,5 σ) gibt, mit Ausnahme des Bromatoms, sehr gut die Form des Liganden
wieder. Das la¨sst auf eine hohe Population des Liganden in der Bindetasche schließen. (II)
Der Inhibitor ist bis auf das Bromatom (das Bromatom wurde in die Verfeinerung nicht
einbezogen) eindeutig in der 2|Fo|-|Fc|Elektronendichte des verfeinerten Strukturmodells,
konturiert auf 1,0 σ, zu erkennen. Die Seitenkette von Asp102 nimmt nur die zum Ligand
hin orientierte Konformation ein.
Wie erwartet, nimmt Asp102, wie auch bei den anderen Komplexstrukturen bei pH 5,5,
nur die zum Ligand hinorientierte Konformation ein. Aber auch in dieser Struktur ist
keine Elektronendichte fu¨r das Bromatom vorhanden. Aus sterischen Gru¨nden (s. o.) ist
nur noch ein alternativer Bindungsmodus denkbar (Punktspiegelung des Liganden am
Inversionszentrum bei unvera¨nderter ra¨umlicher Orientierung). Aber auch bei diesem
Bindungsmodus wu¨rde sich ein Atom (Carbonylsauerstoff) an der Position befinden,
wo das Bromatom liegen sollte. Deshalb mu¨sste zumindest Elektronendichte in ver-
gleichbarer Gro¨ßenordnung wie fu¨r die anderen Ligandatome vorhanden sein. Dies ist
aber nicht der Fall. Es konnte aber am Synchrotron mit einem Kristall, in den 51
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eindiffundiert wurde, die spezifische Absorption fu¨r Brom vermessen werden. Danach
ist Brom in diesem Kristall vorhanden. Allerdings ist zu bemerken, dass eine solche
Ro¨ntgenabsorptionsbestimmung extrem empfindlich ist und vermutlich schon auf Spu-
ren von Brom anspricht [Hendrickson & Ogata, 1997]. Nach Auskunft von Emmanuel
Meyer sind in den NMR- und Massen-Spektren keine Hinweise auf eine Verunreinigung
von 51 zu entdecken. Da einerseits nach der Synthese ausschließlich die bromhaltige
Verbindung entstehen sollte, andererseits aber keine Elektronendichte fu¨r diesen Stark-
streuer zu finden ist, kann nur spekuliert werden, dass sie doch mit der bromfreien
Verbindung verunreinigt war. Der Gehalt der Verunreinigung lag vermutlich unter der
spektroskopischen Nachweisgrenze. Sie ist entweder deutlich affiner als 51 und / oder
besser in der verwendeten
”
Soaking“-Lo¨sung lo¨slich.
Auch wenn vermutlich das bromfreie Derivat als Verunreinigung von 51 in einen Kris-
tall eindiffundiert wurde, besta¨tigt die Kristallstrukturanalyse, dass der angenommene
Bindungsmodus (Abb. 3.26) auch tatsa¨chlich so eingenommen wird.
Eignung der Chinazolin-4-one als neue Leitstruktur
Der Ki-Wert von 51 liegt mit 9,1 µM im vergleichbaren Bereich wie der von 4 (8,3 µM,
Tab. 2.2 auf Seite 25). Diese Verbindung wurde in einem virtuellen Screening gefunden
und diente anschließend als Leitstruktur zur weiteren Optimierung [Gra¨dler et al.,
2001].
Von Verbindung 52 konnte leider keine Kristallstruktur im Komplex mit Z. mobilis
TGT erhalten werden. Es wird davon ausgegangen, dass sie denselben Bindungsmodus
wie 51 einnimmt. Die beiden Inhibitoren unterscheiden sich vor allem durch das Fehlen
eines Wasserstoffbru¨cken-Donors als Partner fu¨r Leu231. Der Ki-Wert fu¨r 52 ist mit
125 µM um ca. Faktor 13 gro¨ßer als der von 51. Das unterstreicht deutlich, dass die
Wasserstoffbru¨cke zu Leu231 einen großen Beitrag zur Affinita¨t leistet. Dieses Ergebnis
ist in U¨bereinstimmung mit U¨berlegungen von Gra¨dler et al. [2001]. Dort wurde der
Affinita¨tsverlust der substituierten Leitstruktur auf die Aufweitung der Wasserstoff-
bru¨cke zu Leu231 zuru¨ckgefu¨hrt.
Mit einem Ki-Wert im unteren mikromolaren Bereich und einem durch Kristallstruk-
turanalyse charakterisieren Bindungsmodus erscheint das Moleku¨lgeru¨st der Diamino-
chinazolinone als guter Ausgangspunkt fu¨r eine weitere Optimierung.
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3.5.2 Optimierung der Leitstruktur durch Ausfu¨llen einer
lipophilen Tasche
Gra¨dler et al. [2001] verfolgten zur Optimierung ihrer Leitstruktur die Strategie, Wech-
selwirkungen zwischen dem Liganden und den polaren Resten von Asp102, Asp280 und
Asn70 auszubilden. Bei der Optimierung von 51 hingegen wurde versucht, eine lipophi-
le Tasche, die durch Leu68, Val45 und Val282 gebildet wird, auszufu¨llen [Meyer et al.,
2002] (Abb. 3.30). Dazu wurde eine kleine Serie Inhibitoren mit unterschiedlichen lipo-
philen Resten in der 8-Position synthetisiert (Tabelle 3.14).
Abb. 3.30 Bindetasche der TGT mit dem modellierten Bindungsmodus von 56. Zur Op-
timierung der Leitstruktur sollte die lipophile Tasche, die durch Leu68, Val45 und Val282
gebildet wird, ausgefu¨llt werden. Die La¨ngen der Wasserstoffbru¨cken sind in pm angege-
ben.
Alle Verbindungen erweisen sich als im unteren mikromolaren Bereich aktiv, Verbin-
dung 56 bindet sogar submikromolar (Ki = 100 nM). Sie stellt den Inhibitor mit der
derzeit ho¨chsten Bindungsaffinita¨t dar.
Die Verbindungen 54 und 55 konnten erfolgreich in einen Kristall eindiffundiert werden.
Die Kristallstruktur von TGT·54 wurde mit einer Auflo¨sung von 1,7 A˚, die von TGT·55
mit 1,8 A˚ bestimmt (Abb. 3.31). Die 2|Fo|-|Fc|-Elektronendichten beider Strukturen
(konturiert auf 1,0 σ) zeigen, dass der 2,6-Diamino-3H -chinazolin-4-on-Grundko¨rper
den zuna¨chst postulierten und kristallographisch charakterisierten Bindungsmodus mit
Wasserstoffbru¨cken zu Asp156, Leu231, Gly230 und Gln203 tatsa¨chlich einnimmt (Ka-
pitel 3.5.1). Der Verlauf der Elektronendichte fu¨r die Seitenketten ist jeweils zerrissen.
Deutlich erkennbare Elektronendichte ist lediglich fu¨r das Schwefelatom vorhanden.
Dieses befindet sich in der gezeigten Ansicht hinter der Ebene durch die Atome des
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Tab. 3.14 Chinazolin-4-one mit unterschiedlichen lipophilen Resten in der 8-Position.
Nr. Name Verbindung Ki [µM ]
53
2,6-Diamino-8-
cyclohexylsulfanylmethyl-3H -
chinazolin-4-on
5,4 ± 0,6
54
2,6-Diamino-8-(1H -imidazol-
2-ylsulfanylmethyl)-3H -
chinazolin-4-on
1,4 ± 0,6
55
2,6-Diamino-8-
propylsulfanylmethyl-3H -
chinazolin-4-on
7,7 ± 1,6
56
2,6-Diamino-8-
phenylsulfanylmethyl-3H -
chinazolin-4-on
0,1 ± 0,02
57
2,6-Diamino-8-
phenoxymethyl-3H -
chinazolin-4-on
5,6 ± 0,4
58 2,6-Diamino-8-phenethyl-3H -chinazolin-4-on 3,6 ± 1,2
Grundko¨rpers, also auf der Seite zu Met260 hin.
Die weiteren Verbindungen dieser Serie ließen sich leider nicht in Kristalle eindiffun-
dieren.
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Abb. 3.31 Kristallstruktur der Z. mobilis TGT im Komplex mit 55 bei einer Auflo¨-
sung von 1,8 A˚ (I, II) und im Komplex mit 54 bei einer Auflo¨sung von 1,7
A˚ (III, IV), kristallisiert bei pH 8,5. (I, III) Die |Fo|-|Fc|-Elektronendichte (gru¨n,
konturiert auf 2,0 bzw. 2,5 σ) ist stark zerrissen. Dies la¨sst auf eine reduzierte Population
der Liganden in der Bindetasche schließen. Dichte fu¨r das Schwefelatom befindet sich in
der verwendeten Ansicht jeweils hinter der Ebene durch die Atome des Grundko¨rpers.
(II,IV) Der 2,6-Diamino-3H -chinazolin-4-on-Grundko¨rper ist eindeutig in der 2|Fo|-|Fc|-
Elektronendichte (gru¨nblau, konturiert auf 1,0 σ) der verfeinerten Strukturmodelle zu
lokalisieren. Fu¨r die Propylsulfanylmethyl- bzw. Imidazolylsulfanylmethyl-Seitenkette ist
nur Dichte fu¨r das Schwefelatom erkennen. Das la¨sst darauf schließen, dass die Seiten-
ketten entweder multiple Bindungsmoden einnehmen oder u¨ber mehrere Anordnungen
verteilt vorliegen.
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Die |Fo|-|Fc|-Elektronendichten der beiden Liganden sind zerrissen. Außerdem sind die
B-Faktoren der Ligandatome fast doppelt so hoch wie die der umgebenden Aminosa¨u-
ren (Ligandatome: 47 A˚2 (TGT·54) bzw. 59 A˚2 (TGT·55); Aminosa¨urereste: jeweils
ca. 20 A˚2 (Tab. A.3 auf Seite 176 und A.2 auf Seite 175)). Daraus kann geschlossen
werden, dass der Bindungsmodus nur unvollsta¨ndig populiert ist. Ein Grund hierfu¨r
kann in der schlechten Lo¨slichkeit der Verbindungen in der
”
Soaking“-Lo¨sung liegen
(Tabelle 3.15). Die Lo¨slichkeit der Liganden dieser Serie betra¨gt maximal 714 µM. Von
drei der vier am besten lo¨slichen Verbindungen konnte eine Ro¨ntgenstruktur erhalten
werden. Beru¨cksichtigt man die relativ großen Messfehler, so ist es durchaus mo¨glich,
dass die tatsa¨chliche Lo¨slichkeit von der nicht eindiffundierten Verbindung 57 (Rang
3) etwas unterhalb der von 54 (Rang 4) liegt. Die Lo¨slichkeiten der anderen nicht ein-
diffundierbaren Verbindungen sind wesentlich geringer, z.T. liegen sie unterhalb der
Messgrenze.
Tab. 3.15 Lo¨slichkeiten verschiedener Chinazolin-4-one in der ”Soaking“-Lo¨sung. Struk-
turformeln siehe Tab. 3.13 auf Seite 83, Tab. 3.14 auf Seite 89 und Tab. 3.17 auf Seite 104.
Nr. Lo¨slichkeit [µM ]
”
Soaking“ erfolgreich
55 714 ± 11 √
51 437 ± 21 √
57 384 ± 71 -
54 358 ± 11 √
53 152 -
58 98 ± 1 -
60 40 -
56 39 -
59 nicht messbar -
61 nicht messbar -
62 nicht messbar -
Ligand 54 ist unter den erfolgreich eindiffundierten Verbindung der mit der niedrigsten
Lo¨slichkeit dieser Serie (358 µM). Allerdings besitzt er die ho¨here Bindungsaffinita¨t im
Vergleich zu 51 und 55 (wobei fu¨r 51 nicht wirklich gekla¨rt ist, ob das Bromderivat in
den Kristallen populiert wurde). Um die Abha¨ngigkeit des erfolgreichen
”
Soakings“ von
der Lo¨slichkeit der Liganden na¨her zu untersuchen, wurde 54 bei verschiedenen Kon-
zentrationen in TGT-Kristalle eindiffundiert. Nur bei Verwendung der Sa¨ttigungskon-
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zentration konnte eine interpretierbare Elektronendichte fu¨r den Liganden beobachtet
werden.
In Fragment basierenden Screening-Ansa¨tzen, deren erfolgreiche Bindung an ein Pro-
tein durch Ro¨ntgenstrukturanalyse nachgewiesen werden konnte, werden u¨blicherweise
Ligandkonzentrationen von mehr als 10 mM eingesetzt [Blundell et al., 2002; Lesuisse
et al., 2002]. Diese hohen Konzentrationen sind einerseits wegen der erwarteten nied-
rigen Bindungsenergie der Fragmente und andererseits wegen der hohen eingesetzten
Proteinkonzentration erforderlich. Das Kristallwachstum der TGT-Kristalle erfolgt aus
einer Lo¨sung, die ca. 7,5 mg/ml Protein entha¨lt (Kapitel 5.3.1). Das entspricht einer
Konzentration von ca. 175 µmol/ml. Zwar wird diese Lo¨sung wa¨hrend der Kristallisa-
tion verdu¨nnt, aber die Protein-Konzentration im Kristall selbst ist deutlich ho¨her. So
hohe Konzentrationen werden von den Liganden, die nicht in Kristalle eindiffundieren
konnten, nicht erreicht (Tab. 3.15).
Zusammengenommen deutet alles darauf hin, dass die Lo¨slichkeiten der eindiffundier-
baren Liganden bereits im unteren Grenzbereich fu¨r ein erfolgreiches
”
Soaking“ liegen.
Die der nicht eindiffundierbaren Liganden liegt deutlich darunter. Fu¨r ein erfolgreiches
”
Soaking“ sind demnach entweder lo¨slichere Liganden erforderlich oder die
”
Soaking“-
Lo¨sung muss so zusammengesetzt werden, dass die Lo¨slichkeit der Liganden deutlich
erho¨ht wird, ohne dass dabei die Kristalle zersto¨rt werden.
3.5.3 Kristallstruktur der Z. mobilis TGT bei pH 5,5
Die 2-Amino-3H -pyrimidin-4-on-Teilstruktur der Chinazolin-4-one der in diesem Ab-
schnitt beschriebenen Liganden hat basische Eigenschaften [Levene et al., 1926]. Des-
halb sollte die Lo¨slichkeit dieser Verbindungen im sauren pH-Bereich ho¨her als im ba-
sischen sein. Die bisher benutzte
”
Soaking“-Lo¨sung hat einen pH-Wert von 8,5 [Gra¨dler
et al., 2001]. Um die Lo¨slichkeit der Liganden zu erho¨hen, wurden deshalb im Rahmen
dieser Arbeit
”
Soaking“-Bedingungen bei pH 5,5 etabliert (Kapitel 5.3.1). Noch nied-
rigere pH-Bedingungen waren nicht anwendbar, da dann das Protein denaturiert wird
und ausfa¨llt.
Die Kristallstruktur der Z. mobilis TGT, kristallisiert bei pH 8,5, unterscheidet sich
von der bei pH 5,5. Die A¨nderungen werden im folgenden beschrieben.
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A¨nderungen der Proteinstruktur außerhalb der Bindetasche
Die Kristallstruktur der TGT bei pH 8,5 besitzt zwei Bereiche (Aminosa¨uren 126 -
133 bzw. 286 - 290) mit einem hohen B-Faktor (> 45 A˚2 bzw. > 70 A˚2; ∅: 20,7 A˚2)
[Romier et al., 1996b]. Beide Bereiche enthalten relativ viele geladene Aminosa¨uren
(Lys125, His127, Asp129, Arg132 und His133 bzw. Arg286 und Arg289). Interessan-
terweise treten genau dort zwei gegenla¨ufige A¨nderungen bei der Kristallisation bei
pH 5,5 auf (Abb. 3.32.I - II). Im Bereich der β-Faltbla¨tter 7 - 9 (Abb. 2.6) nimmt
die Unordnung zu. Der β9-Strang ist im Sauren komplett ungeordnet (Abb. 3.32.II -
IV). Der andere Bereich, ein Teil der α-Helix 12, ist unter diesen Bedingungen dage-
gen wesentlich besser definiert. Die Helix bildet eine zusa¨tzliche Windung aus (Abb,
3.32.I und V - VI). Beide Regionen sind nicht an der Bindung von preQ1 beteiligt.
Bei dem Faltblatt-Bereich handelt es sich um einen Einschub in die klassische (β/α)8-
Fass-Struktur; Helix α12 hingegen verbindet die Fass-Struktur mit der Zink bindenden
Doma¨ne und ist wahrscheinlich an der tRNA-Bindung beteiligt.
A¨nderungen der Proteinstruktur in der Bindetasche
In der Bindetasche der apo-Struktur bei pH 5,5 tritt eine interessante A¨nderung im
Vergleich zu der bei pH 8,5 auf. Die Carbonylgruppe von Leu231 wird aus der Bin-
detasche gedreht, wa¨hrend die NH-Gruppe von Ala232 nun in die Bindetasche zeigt
und eine Wasserstoffbru¨cke zu einem Wassermoleku¨l eingeht (Abb. 3.33.I). Dieselbe
Konformation wurde zuvor schon in der Struktur der TGT im Komplex mit 18, kris-
tallisiert bei pH 8,5, beobachtet (Abb. 3.6). Die Carbonylgruppe von Leu231 ist nun in
Wasserstoffbru¨cken-Entfernung (2,4 bzw. 2,9 A˚) zur terminalen Carboxylatgruppe von
Glu235. Falls die Carboxylatgruppe deprotoniert wa¨re, wu¨rde es sich um einen ener-
getisch ungu¨nstigen Abstand zwischen zwei Akzeptorgruppen handeln. Glutaminsa¨ure
hat in wa¨ssriger Lo¨sung einen pKa-Wert von 4,1 [Dawson et al., 1969]. Es ist bekannt,
dass es in Proteinen zu einer pKa-Wert-Verschiebung von mehreren Gro¨ßenordnungen
kommen kann [Antosiewicz et al., 1996]. Durch die sauren Kristallisationsbedingungen
(pH 5,5) wird eine Protonierung der Carboxylatgruppe noch zusa¨tzlich begu¨nstigt. Aus
diesem Grund kann spekuliert werden, dass unter diesen Bedingungen die Carboxylat-
gruppe von Glu235 protoniert vorliegt. Dann wu¨rde sie eine starke Wasserstoffbru¨cke
zur Carbonylgruppe von Leu231 ausbilden.
Die Kristallstrukturen der archaebakteriellen P. horikoshii TGT im Komplex mit Gua-
nin, preQ0 und als apo-Form wurden bei einer Auflo¨sung von 2,3 - 2,5 A˚ gelo¨st ([Ishitani
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Abb. 3.32 Vergleich der bei unterschiedlichen pH-Werten kristallisierten Strukturen der
Z. mobilis TGT. (Fortsetzung der Legende siehe na¨chste Seite.)
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Abb. 3.32 (Fortsetzung der Legende) (I, II) U¨berlagerung der Faltungsmuster der Kristallstruktur
der Z. mobilis TGT bei pH 5,5 (gru¨nblau) und pH 8,5 (violett). Markiert sind die Be-
reiche, die in der Kristallstruktur der Z. mobilis, kristallisiert bei pH 8,5 einen hohen
B-Faktor besitzen. (I) Die Helix α12 bildet bei pH 5,5 eine zusa¨tzliche Windung aus.
(II) Die Unordnung im Bereich der β-Faltbla¨tter 7 - 9 nimmt bei pH 5,5 zu. Das Falt-
blatt β9 ist komplett ungeordnet. (III - VI) Ausschnitt der 2|Fo|-|Fc|-Elektronendichte,
konturiert auf 1,0 σ, von Bereichen der Kristallstruktur der Z. mobilis TGT, die bei der
Kristallisation bei pH 8,5 einen hohen B-Faktor besitzen. (III, IV) Elektronendichte fu¨r
die Aminosa¨uren 124 - 134 (Teil von β9). (III) Kristallisiert bei pH 8,5. Die Elektronen-
dichte fu¨r das Protein-Ru¨ckgrat und große Teile der Seitenketten in diesem Bereich ist
gut definiert. (IV) Kristallisiert bei pH 5,5. Fu¨r die Aminosa¨uren 125 bis 133 ist praktisch
keine Elektronendichte zu erkennen. (V, VI) Elektronendichte fu¨r die Aminosa¨uren 285
- 291 (letzte Windung von α12). (V) Kristallisiert bei pH 8,5. Die Elektronendichte ist
zerrissen. Die Aminosa¨uren 286 bis 290 sind ungeordnet. (VI) Kristallisiert bei pH 5,5. Fu¨r
die Aminosa¨uren 286 bis 290 ist durchgehend gut definierte Elektronendichte zu erkennen.
et al., 2002], Kapitel 2.7). Alle diese Strukturen zeigen im Vergleich zur apo-Struktur
der Z. mobilis TGT, kristallisiert bei pH 8,5, eine gedrehte Ru¨ckgrat-Konformation der
Peptidbindung zwischen Val197 und Val198 (Leu231 und Ala232 in Z. mobilis TGT).
Sie entspricht somit genau der Konformation, die in der apo-Struktur der Z. mobilis
TGT, kristallisiert bei pH 5,5, zu sehen ist. U¨berlagert man diese beiden Strukturen, so
befindet sich an der Position, in der in der Z. mobilis TGT-Struktur ein Oδ von Glu235
zu liegen kommt, die NH-Gruppe von Leu200 der P. horikoshii TGT (Abb. 3.33.II).
(I) (II)
Abb. 3.33 pH-induziertes Umklappen der Amidbindung von Leu231 zu Ala232. (I) 2|Fo|-
|Fc|-Elektronendichte, konturiert auf 1,0 σ, bei einer Auflo¨sung von 1,9 A˚. (II) U¨berla-
gerung der Kristallstruktur der Z. mobilis TGT (grau) mit der derP. horikoshii TGT
(gru¨n).
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Diese NH-Gruppe geht eine Wasserstoffbru¨cke zur Carbonylgruppe von Val197 ein.
Genau an derselben Stelle wu¨rde sich eine Wasserstoffbru¨cke in der Z. mobilis TGT-
Struktur befinden, wenn Glu235 protoniert vorla¨ge.
Archaebakterielle P. horikoshii TGT unterscheidet sich von prokaryontischer Z. mo-
bilis TGT in der Substratspezifita¨t (Tab. 2.1 auf Seite 15). Archaebakterielle TGT
akzeptiert ausschließlich preQ0 mit einer endsta¨ndigen Nitrilgruppe (also einer Akzep-
torgruppe), wa¨hrend die prokaryontische TGT zudem auch preQ1 mit einer endsta¨ndi-
gen NH2-Gruppe (also einer Donorgruppe) akzeptiert (Abb. 2.4 auf Seite 14). Diese fu¨r
die molekulare Erkennung zweier unterschiedlicher Moleku¨lgruppen erforderliche Mul-
tifunktionalita¨t ko¨nnte der Grund dafu¨r sein, dass das Protein-Ru¨ckgrat im Bereich
von Leu231 zu Glu235 in der Z. mobilis TGT im Gegensatz zur P. horikoshii TGT
flexibel ist. Statt dem beweglichen Gly234 entha¨lt die P. horikoshii TGT in dieser
Region das starre Pro196. In der Z. mobilis TGT kann, je nach Ligand, entweder die
Carbonylgruppe von Leu231 als Akzeptor in die Bindetasche gedreht werden oder die
NH-Gruppe von Ala232 wird als Donorfunktion exponiert. Zudem kann Glu235 wahr-
scheinlich protoniert oder deprotoniert vorliegen und dementsprechend als Donor oder
Akzeptor die eine oder andere Protein-Ru¨ckgrat-Konformation stabilisieren.
Eine Suche in der Swiss-Prot-Datenbank [Bairoch & Apweiler, 2000] nach homolo-
gen Proteinen zur Z. mobilis TGT und anschließendem Alignment mit Fasta [Pearson
& Lipman, 1988] ergab, dass Glu235 in allen eukaryontischen und prokaryontischen
TGT-Sequenzen mit Ausnahme der Chlamydien TGT konserviert ist (Abb. 3.34). Die
archaebakteriellen TGTs enthalten dagegen diese Aminosa¨ure nicht. Da auch die eu-
karyontischen TGTs sowohl preQ0 als auch preQ1 als Substrat akzeptieren, ist das
ein weiterer Hinweis darauf, dass Glu235 in der Substratspezifita¨t eine wichtige Rolle
spielt. Diese Annahme ko¨nnte durch die Mutation von Glu235 zu Glutamin u¨berpru¨ft
werden. Durch diesen Austausch wu¨rde die pH-abha¨ngige Ambivalenz der Carboxylat-
gruppe von Gl235, na¨mlich sowohl als Donor als auch als Akzeptor fungieren zu ko¨nnen,
blockiert. Die Amidgruppe eines Glutamins wu¨rde eine permanente Donor-Eigenschaft
in Form der NH2-Gruppe aufweisen. Demnach ist es mo¨glich, dass in der Mutante pH-
unabha¨ngig die Protein-Ru¨ckgrat-Konformation stabilisiert wird, die die NH-Funktion
von Ala232 in die Bindetasche exponiert, und damit analog zur Z. mobilis apo-Struktur
bei pH 5,5 bzw. der P. horikoshii TGT vorliegt.
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Abb. 3.34 Sequenzu¨berlagerung der homologen TGT-Sequenzen, die in der Swiss-Prot-
Datenbank enthalten sind. Alle prokaryontischen und eukaryontischen TGTs mit Aus-
nahme der Chlamydien TGT enthalten Glu235 (Z. mobilis Nummerierung, gelb markiert).
Die archaebakteriellen TGTs enthalten diese Aminosa¨ure nicht. (Eingefa¨rbt nach Identita¨t
und Eigenschaft.)
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3.5.4
”
Soaking“ von Chinazolin-4-onen bei pH 5,5
Zur Optimierung der Leitstruktur wurden, wie erwa¨hnt, Verbindungen mit unterschied-
lichen lipophilen Resten in der 8-Position synthetisiert (Kapitel 3.5.2). Bei pH 8,5, den
bisher verwendeten
”
Soaking“-Bedingungen [Gra¨dler et al., 2001], konnte von zwei der
sechs Liganden aus Tab. 3.14 eine Kristallstruktur im Komplex mit Z. mobilis TGT er-
halten werden. Bei der 2-Amino-3H -pyrimidin-4-on-Teilstruktur der Chinazolin-4-one
handelt es sich um schwache Basen [Levene et al., 1926]. Deshalb wurden
”
Soaking“-
Bedingungen bei pH 5,5 etabliert, da mit einer erho¨hten Lo¨slichkeit der Liganden bei
diesen Bedingungen zu rechnen ist (Kapitel 3.5.3). Auf das erfolglose Eindiffundieren
innerhalb dieser Serie hatte der pH-Wechsel leider keinen Einfluss. Vermutlich sind die
Liganden mit einem pKa-Wert von ca. 4,5 nicht ausreichend basisch. Bei einem pH-Wert
von 5,5 liegt weiterhin der u¨berwiegende Anteil der Verbindung in der Neutral-Form
und damit in der schlechter wasserlo¨slichen Form vor. Der pH-Wert der
”
Soaking“-
Lo¨sung konnte nicht noch weiter erniedrigt werden, weil dann das Protein zu denatu-
rieren beginnt.
Fu¨r zwei weitere Liganden des Chinazolinon-Typs, die eine basische Seitenkette ent-
halten(Kapitel 3.5.6), sowie fu¨r ein Imidazochinazolinon (Kapitel 3.5.7) konnte durch
die pH-A¨nderung der Lo¨sung aber die Lo¨slichkeit so verbessert werden, dass ein erfolg-
reiches
”
Soaking“ mo¨glich wurde.
Fu¨r Verbindung 54, mit der auch schon bei pH 8,5 eine Kristallstruktur erhalten wor-
den war, wurde bei pH 5,5 eine wesentlich besser definierte |Fo|-|Fc|-Elektronendichte
erhalten (Abb. 3.35.I). Die Struktur wurde mit einer Auflo¨sung von 1,85 A˚ bestimmt.
Im Gegensatz zum
”
Soaking“ bei pH 8,5 (Abb. 3.31.III) ist nun eine kontinuierliche
|Fo|-|Fc|-Elektronendichte (konturiert auf 2,5 σ) fu¨r den Grundko¨rper nachzuweisen.
Auch die damit verknu¨pfte Sulfanylmethyl-Gruppe ist gut definiert. Sie nimmt zwei
unterschiedliche Konformationen ein: Das Schwefelatom befindet sich zum einen vor,
zum anderen hinter der Ebene durch die Atome des Grundko¨rpers. Die zusa¨tzliche
Konformation wurde beim Design des Liganden (Kapitel 3.5.2) nicht erwartet. Der
endsta¨ndige Imidazolring ist in beiden Konformationen ungeordnet. Er geht offensicht-
lich keine Wasserstoffbru¨cke zu Asp102 oder Asp280 ein.
Die Peptidbindung von Leu231 zu Ala232 ist im Vergleich zur apo-Struktur bei pH 5,5
gedreht. Es wird nun wieder die Konformation, die auch in der apo-Struktur bei pH 8,5
vorliegt, angetroffen.
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Abb. 3.35 Kristallstruktur der Z. mobilis TGT im Komplex mit 54 bei einer Auflo¨-
sung von 1,85 A˚, kristallisiert bei pH 5,5. (I) Der Grundko¨rper des Liganden ist
eindeutig in der |Fo|-|Fc|-Elektronendichte (gru¨n, konturiert auf 2,5 σ) zu erkennen. Dich-
te fu¨r das Schwefelatom befindet sich sowohl vor als auch hinter der Ebene durch die
Atome des Grundko¨rpers. (II) Der 2,6-Diamino-3H -chinazolin-4-on-Grundko¨rper und die
anschließende Sulfanylmethyl-Gruppe sind eindeutig in der 2|Fo|-|Fc|-Elektronendichte
des verfeinerten Strukturmodells (gru¨nblau, konturiert auf 1,0 σ) zu erkennen. Die Seiten-
kette nimmt mindestens zwei Konformationen ein. Fu¨r den Imidazolring ist keine Dichte
vorhanden. Das la¨sst darauf schließen, dass er in beiden Konformeren ungeordnet ist.
Bei pH 8,5 liegt die Seitenkette des Asp102 in Form zweier unterschiedlicher Rotamere
vor: ein gut definiertes vom Ligand weggedrehtes und ein schlechter definiertes zum
Ligand hinorientiertes Konformer (Abb. 3.31.IV). Bei pH 5,5 ist nur noch das zum
Ligand hinorientierte Rotamer zu beobachten. Die Carboxylatgruppe dieses Aspartats
bildet (unter der Annahme, dass der Chinazolinon-Ring bei pH 5,5 im Kristall proto-
niert vorliegt) eine gegabelte Wasserstoffbru¨cke zum Liganden mit einer La¨nge von je
3,0 A˚ aus. Diese Konformation der Seitenkette von Asp102 wurde zuvor in den Kristall-
strukturen der P. horikoshii TGT im Komplex mit Guanin bzw. preQ0, kristallisiert
bei pH 7,5 (Abb. 2.9 auf Seite 21), sowie in den apo-Strukturen der Z. mobilis D156A-
und D156Y-TGT [Romier et al., 1996c] beobachtet. Um diese Bewegung durchfu¨hren
zu ko¨nnen, muss das Wasserstoffbru¨cken-Netzwerk, in das Asp102 in der Kristallstruk-
tur bei pH 8,5 eingebunden ist, gelo¨st werden (Abb. 3.36.I, II). Die Seitenkette von
Asn70, dem Wasserstoffbru¨cken-Partner von Asp102 bei pH 8,5, ist dann ungeordnet.
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Abb. 3.36 pH-Abha¨ngigkeit der Konformation von Asp102 (I, II) 2|Fo|-|Fc|-
Elektronendichte, konturiert auf 1,0 σ. (I) Bei pH 8,5 bildet Asp102 Wasserstoffbru¨cken
zu Asn70 und Thr71 aus. (II) Bei pH 5,5 werden die Wasserstoffbru¨cken gelo¨st. In
Folge ist Asn70 ungeordnet. (III) Bei pH 8,5 vermittelt ein Wassermoleku¨l (W4) einen
Kontakt zwischen Ala154, Ser103 und dem Liganden. Ein zweites Wassermoleku¨l (W3)
ist u¨ber W4 in ein Wasserstoffbru¨cken-Netzwerk eingebunden. (IV) Bei pH 5,5 rotiert die
Seitenkette von Asp102 zum Liganden und verdra¨ngt die Wassermoleku¨le W3 und W4.
Unter der Annahme, dass der Ligand protoniert ist, geht Asp102 dann eine gegabelte
Wasserstoffbru¨cke mit ihm ein.
Des Weiteren werden zwei in ein Wasserstoffbru¨cken-Netzwerk eingebundene Wasser-
moleku¨le (W3 und W4, Abb. 3.36) verdra¨ngt. Einer der Carboxylatsauerstoffe von
Asp102 nimmt dann in etwa die Position von W3 ein. U¨berlagert man die Strukturen
TGT·54, kristallisiert bei pH 5,5, und TGT·54, kristallisiert bei pH 8,5, anhand der
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Cα-Atome des Proteins, so betra¨gt der Abstand zwischen dem Wassermoleku¨l W3 und
dem Carboxylatsauerstoff 0,8 A˚.
3.5.5 Ein dramatischer Einfluss von Schwefel auf die
Bindungsenergie
Von den Verbindungen 53, 56, 57, und 58 (Tab. 3.14) konnte keine Ro¨ntgenstruktur
erhalten werden. Vermutlich nehmen sie einen vergleichbaren Bindungsmodus wie 54
und 55 ein, bei dem die Phenyl- und Cyclohexylgruppen in die lipophile Tasche ragen
[Meyer et al., 2002].
Die Aktivita¨t der Schwefelverbindung 56 (Ki = 100 nM) ist 56- bzw. 36fach ho¨her
als die der Sauerstoff- und Kohlenstoff-Analoga (57, Ki = 5,6 µM bzw. 58, Ki =
3,6 µM). Der Grund hierfu¨r ist wahrscheinlich eine Kombination aus hydrophoben,
elektronischen und konformativen Effekten.
Unterschiede in den clogP-Werten4 (56: 2,03; 57: 1,47, 58: 2,37) ko¨nnen eine Erkla¨-
rung fu¨r den Unterschied in der Bindungsaffinita¨t zwischen dem Sauerstoff- und dem
Schwefelderivat bieten. Das Schwefelderivat mit dem ho¨heren clogP-Wert sollte sich
besser vom wa¨ssrigen Medium in die weniger polare Bindetasche verteilen. Beim U¨ber-
gang vom wa¨ssrigen Medium in die Proteinbindetasche ist daher mit einem geringeren
Aufwand fu¨r die Desolvatation zu rechnen. Schwefelatome sind schlechtere Wasser-
stoffbru¨cken-Akzeptoren als Sauerstoffatome. Es ist deshalb wahrscheinlich, dass die
Schwefelverbindung eine signifikant unterschiedliche freie Solvatationsenergie besitzt.
Berechnungen der Solvatationsenergie ergaben allerdings keinen signifikanten Unter-
schied fu¨r die beiden Derivate (Ingo Dramburg, perso¨nliche Mitteilung).
Die Bindung des Schwefelderivats profitiert weiter von der gro¨ßeren Polarisierbarkeit
des Schwefels im Vergleich zum Sauerstoff oder Kohlenstoff (Polarisationsvolumen fu¨r
S: 3,00 A˚3, O: 0,63 A˚3, C: 1,80 A˚3) [Fersht & Dingwall, 1979]. Daraus resultieren sta¨r-
kere Dispersionswechselwirkungen.
Eine Suche nach verwandten Moleku¨len in der Cambridge Structural Database
(CSD) [Allen et al., 1991] war die Basis fu¨r die Evaluierung von strukturellen und
konformativen Unterschieden zwischen 56, 57 und 58. Der Phenylring der Inhibito-
ren ragt wahrscheinlich auf Grund der unterschiedlichen C-X-Bindungsla¨ngen (C(sp2)-
4clogP ist ein Maß der Hydrophobizita¨t; c = berechnet (calculated), P = Verteilungskoeffizient
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S: 1,77 A˚, C(sp2)-O: 1,37 A˚, C(sp2)-C: 1,51 A˚) verschieden tief in die lipophile Ta-
sche. Diese Unterschiede werden durch den engeren C(sp2)-X-C(sp3)-Bindungswinkel
am Schwefel (ca. 103° versus 118° fu¨r X = O und 113° fu¨r X = CH2) nur teilwei-
se kompensiert. Fu¨r eine gu¨nstige Positionierung des Phenylrings in 56 (X = S), 57
(X = O) und 58 (X = CH2) muss der Torsionswinkel C(sp
2)ortho-C(sp
2)ipso-X-C(sp
3)
(Abb. 3.37) etwa bei 0° liegen. Eine statistische Auswertung der konformativen Pra¨-
ferenzen fu¨r diese Torsionswinkelfragmente anhand der Daten in der CSD ergibt eine
Bevorzugung fu¨r X = S fu¨r 0°. Die Energiebarriere fu¨r den U¨bergang zu einen Torsi-
onswinkel von 90° betra¨gt etwa 5 - 6 kJ/mol [Schaefer et al., 1991]. Fu¨r X = O wurde
derselbe Vorzugswinkel gefunden. Allerdings betra¨gt in diesem Fall die Rotationsbar-
riere 15 kJ/mol [Schaefer et al., 1991]. Das Fragment mit X = CH2 hingegen pra¨feriert
eher eine Anordnung von 90°. Hier betra¨gt die Rotationsbarriere etwa 5 kJ/mol [Schae-
fer et al., 1995]. Daher ko¨nnte die abfallende Aktivita¨t des CH2 -Derivats(58) zum Teil
mit dem Energieaufwand zum Eingehen der energetisch ungu¨nstigen koplanaren An-
ordnung erkla¨rt werden.
Abb. 3.37 Der Torsionswinkel C(sp2)ortho-C(sp
2)ipso-X-C(sp
3) ist fett markiert.
Der große Unterschied in der Bindungsaffinita¨t zwischen einer Schwefel- und einer Sau-
erstoffverbindung konnte in zwei weiteren Vergleichsfa¨llen belegt werden (Tab. 3.16).
In einem Fall wurde die 6-Aminogruppe in 56 bzw. 57 durch eine Hydroxylgruppe
ersetzt (59, 60), im anderen durch Brom (61, 62).
Diese Studie hat gezeigt, dass die lipophile Tasche, die durch Val45, Leu68 und Val282
gebildet wird, geeignet ist, durch eine Besetzung mit lipophilen Seitenketten am 2-
Amino-3H -chinazolin-4-on-Grundko¨rper die Affinita¨t dieser Derivate deutlich zu erho¨-
hen.
Mit weiteren Derivaten von diesem Typ sollen die molekularen Erkennungseigenschaf-
ten des aktiven Zentrums der TGT in diesem Bereich genauer erforscht werden.
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Tab. 3.16 Chinazolin-4-on-Derivate, die ebenfalls den starken Einfluss von Schwefel auf
die Bindungsenergie zeigen.
Nr. Verbindung Ki [µM ] Nr. Verbindung Ki [µM ]
59 4,6 ± 1,4 61 11,9 ± 2,2
60 0,25 ± 0,05 62 1,1 ± 0,05
3.5.6 Weitere Chinazolin-4-on-Derivate
Im vorangegangen Kapitel (Kapitel 3.5.5) wurde gezeigt, dass die lipophile Tasche, die
durch Val45, Leu68 und Val282 gebildet wird, geeignet ist, die Affinita¨t des 2-Amino-
3H -chinazolin-4-on-Grundko¨rpers zu erho¨hen. In diesem Kapitel werden Verbindungen
diskutiert (Tab. 3.17), die entweder
 die lipophile Tasche weiter abtasten (63, 64),
 Wasserstoffbru¨cken außerhalb der preQ1-Bindetasche eingehen sollen (65) oder
 die Wechselwirkung zu Leu231 vera¨ndern (66).
Chinazolin-4-one mit lipophilen Seitenketten in der 8-Position
Die Verbindungen 63 und 64 sind Abwandlungen von 56, dem bisher affinsten 2,6-
Diaminochinazolin-4-on-Derivat (Tab. 3.14 auf Seite 89). Im Vergleich zur Referenz-
verbindung besitzen sie eine gro¨ßere lipophile Seitenkette in der 8-Position. Bei 63
befindet sich am Phenylring in meta-Position zusa¨tzlich ein Bromatom, bei 64 ein
weiterer Phenylring.
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Tab. 3.17 Chinazolin-4-on-Derivate mit verschieden Substituenten.
Nr. Name Verbindung Ki [µM ]
63
2,6-Diamino-8-(3-bromo-
phenylsulfanylmethyl)-3H -
chinazolin-4-on
0,6 ± 0,1
64
2,6-Diamino-8-(biphenyl-3-
ylsulfanylmethyl)-3H -
chinazolin-4-on
1,5 ± 0,1
65
2,6-Diamino-8-(2-
dimethylamino-
ethylsulfanylmethyl)-3H -
chinazolin-4-on
3,5 ± 0,9
66
2-Amino-6-aminomethyl-8-
phenylsulfanylmethyl-3H -
chinazolin-4-on
1,7 ± 0,4
Die Bindungsenergie von Inhibitor 63 ist mit Ki = 0,6 µM geringfu¨gig ho¨her als die von
56 (Ki = 0,1 µM). Der Ki-Wert von 64 hingegen ist um mehr als eine Gro¨ßenordnung
ho¨her (Ki = 1,5 µM). Von beiden Verbindungen konnte keine Kristallstruktur erhalten
werden.
Wie eine Computermodellierung zeigt, scheint das Bromatom von der Gro¨ße her in
die lipophile Tasche zu passen. Allerdings wird durch diesen Rest die Affinita¨t nicht
gesteigert. Es bleibt zu testen, ob andere Substituenten vergleichbarer Gro¨ße, aber mit
etwas anderen Eigenschaften (z. B. eine Methylgruppe) besser geeignet sind.
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Durch eine Biphenylgruppe anstelle eines Phenylrests wird die Affinita¨t um mehr als
das 10fache vermindert. Vermutlich ko¨nnen durch den zweiten Phenylring keine zusa¨tz-
lichen gu¨nstigen Wechselwirkungen eingegangen werden. Wahrscheinlich ist der Rest
fu¨r die lipophile Tasche zu groß. Rechnungen legen diese Vermutung nahe.
Chinazolin-4-one mit basischen Resten
Verbindung 65 besitzt eine basische Dimethylaminoethylsulfanylmethyl-Seitenkette. In
Ligand 66 ist die 6-Aminogruppe von 56 durch eine basischere Aminomethyl-Gruppe
ersetzt. Dadurch verschiebt sich die geometrische Position dieser Donorgruppe am
Grundgeru¨st.
Beide Verbindungen wurden zuna¨chst bei pH 8,5 in Kristalle eindiffundiert. Die Struk-
turen wurden mit einer Auflo¨sung von 1,7 bzw. 2,0 A˚ bestimmt. Fu¨r die Liganden
konnte aber nur eine unvollsta¨ndig definierte |Fo|-|Fc|-Elektronendichte (konturiert auf
2,5 σ) erhalten werden (Abb. 3.38). Im Falle von 65 la¨sst sich mit einiger Vorsicht eine
Platzierung des Liganden vorschlagen, im Falle von 66 kann keine sinnvolle Zuweisung
vorgenommen werden.
Bei pH 5,5 hingegen wurden wesentlich besser definierte |Fo|-|Fc|-Elektronendichten
erhalten (Abb. 3.39 und 3.41).
Kristallstruktur der Z. mobilis TGT im Komplex mit 65
Die Kristallstruktur von TGT·65 wurde bei pH 5,5 mit einer Auflo¨sung von 2,1 A˚
bestimmt. Der 2,6-Diaminochinazolin-4-on-Grundko¨rper von 65 ist eindeutig in der
|Fo|-|Fc|-Elektronendichte (konturiert auf 2,5 σ) zu erkennen (Abb. 3.39.I). Das Schwe-
felatom der Sulfanylmethyl-Gruppe befindet sich in der dargestellten Ansicht vor der
Ebene durch die Atome des Grundko¨rpers. Fu¨r die Dimethylaminoethyl-Gruppe ist
auch nach der Verfeinerung keine Differenzelektronendichte zu erkennen (Abb. 3.39.II).
Sie ist vermutlich ungeordnet.
TGT·65 ist die einzige bisher bekannte Struktur, bei der die Sulfanylmethylen-Sei-
tenkette nur eine Konformation annimmt, die ausschließlich einer Platzierung dieser
Schwefels vor der Ebene durch die Atome des Grundko¨rpers in der hier verwendeten
Darstellung (also auf der Tyr106 zugewandten Seite) entspricht.
Prinzipiell wa¨re es denkbar, dass die Aminomethyl-Gruppe, falls sie in protonierter
Form vorliegt, eine Wasserstoffbru¨cke zu Asp280 eingeht. Dazu mu¨sste sich aber die
106 3.5 Chinazolinone als Inhibitoren der TGT
(I) (II)
Abb. 3.38 |Fo|-|Fc|-Elektronendichte (gru¨n, konturiert auf 2,5 σ) der Kristallstrukturen
von Z. mobilis TGT im Komplex mit 66 (I) bzw. 65 (II), kristallisiert bei pH
8,5. (Auflo¨sung 1,7 (I) bzw. 2,0 A˚(II)). Die Elektronendichten sind unvollsta¨ndig
definiert. Im Falle von 65 la¨sst sich mit einiger Vorsicht eine Platzierung des Liganden
vorschlagen, im Falle von 66 kann keine sinnvolle Zuweisung vorgenommen werden.
Sulfanylmethyl-Gruppe hinter der Ebene durch die Atome des Grundko¨rpers befinden.
Außerdem mu¨sste der Torsionswinkel S-C(sp3)-C(sp3)-N(sp3) ca. 65° betragen (Abb.
3.40). Laut Mimumba ist dies zwar ein gu¨nstiger Torsionswinkel [Klebe & Mietzner,
1994]. Fast dreimal so viele Strukturen, die in der CSD enthalten sind, weisen aber
einen Torsionswinkel von ca. 175° auf. In dieser Konformation kann die Seitenkette
hinter der Ebene durch die Atome des Grundko¨rpers liegend keine Wasserstoffbru¨cke
zu Asp280 eingehen. Die polare, vermutlich sogar protonierter Aminogruppe, wu¨rde in
eine lipophile Tasche ragen. In der Kristallstruktur von TGT·65 liegt das Schwefelatom
vor der Ebene durch die Atome des Grundko¨rpers. Die Dimethylaminoethyl-Gruppe ist
ungeordnet. Aus sterischen Gru¨nden ist sowohl ein Torsionswinkel von ca 65° als auch
175° fu¨r die Seitenkette erlaubt. Zu dem kann die polare Aminogruppe gut solvatisiert
werden. Das ko¨nnte ein Grund dafu¨r sein, warum die Sulfanylmethyl-Gruppe sich nur
vor der Grundko¨rperebene befindet.
Der Ki-Wert von 65 liegt mit 3,5 µM im Bereich von 53 (Ki = 5,4 µM) und 55
(Ki = 5,5 µM) (Tab. 3.14 auf Seite 89). Beide Verbindungen besitzen eine aliphati-
sche lipophile Seitenkette (Cyclohexyl bzw. Propyl) anstelle der in 65 vorhandenen
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Abb. 3.39 Kristallstruktur der Z. mobilis TGT im Komplex mit 65 bei einer Auflo¨sung
von 2,1 A˚, kristallisiert bei pH 5,5. (I) Die |Fo|-|Fc|-Elektronendichte (gru¨n, kontu-
riert auf 2,5 σ) des Chinazolin-4-on-Grundko¨rpers ist gut definiert. (II) Der Grundko¨rper
und die Sulfanylmethyl-Gruppe sind eindeutig in der 2|Fo|-|Fc|-Elektronendichte des ver-
feinerten Strukturmodells (gru¨nblau, konturiert auf 1,0 σ) zu erkennen. Das Schwefelatom
der Ligandseitenkette befindet sich in der dargestellten Ansicht vor der Ebene durch die
Atome des Grundko¨rpers. Fu¨r die Dimethylaminoethyl-Gruppe ist keine Differenzdichte
zu erkennen. Sie ist wahrscheinlich ungeordnet.
Abb. 3.40 Skizze des kristallographisch bestimmten Bindungsmodus von 65. Das Schwefel-
atom der Seitenkette befindet sich auf der Tyr106 zugewandten Seite. Der Torsionswinkel
S-C(sp3)-C(sp3)-N(sp3) ist fett markiert.
Dimethylaminoethyl-Gruppe. Offensichtlich fu¨hrt eine polare, vermutlich sogar gela-
dene terminale Aminogruppe an dieser Position nicht zu einem die Bindungsenergie
steigernden Effekt. Der Beitrag zur Bindungsenergie dieser drei Gruppen erscheint in
diesem System etwa gleich groß. Eine a¨hnliche Beobachtung wurde auch bei der Opti-
mierung der Pterine gemacht (Kapitel 3.4.3).
108 3.5 Chinazolinone als Inhibitoren der TGT
Kristallstruktur der Z. mobilis TGT im Komplex mit 66
Verbindung 66 ist ein Derivat von 56 (Tab. 3.14 auf Seite 89), in dem die aromatische
NH2-Gruppe in 6-Position durch eine basischere Aminomethyl-Gruppe ersetzt wurde.
Eine solche aliphatische Aminogruppe kommt ebenfalls in dem natu¨rlichen Substrat
preQ1 vor. Verglichen zu einer aromatischen Aminogruppe ist eine aliphatische Ami-
nogruppe sta¨rker basisch. Dadurch ist der Inhibitor besser in polaren Lo¨sungsmitteln
lo¨slich (E. Meyer, perso¨nliche Mitteilung). Im Gegensatz zu 56 konnte 66 bei pH 5,5
erfolgreich in einen Kristall eindiffundiert werden (Abb. 3.41).
Die Struktur wurde bei einer Auflo¨sung von 1,75 A˚ bestimmt. Die |Fo|-|Fc|-Elektro-
nendichte (konturiert auf 2,5 σ) ist zerrissen. Das la¨sst auf eine unvollsta¨ndige Popu-
lation des Liganden in der Bindetasche schließen. Nach der Verfeinerung ist fu¨r die
Sulfanylmethyl-Gruppe Dichte sowohl hinter als auch vor der Ebene durch die Atome
des Chinazolin-4-on-Grundko¨rpers zu erkennen. Fu¨r den Phenylring ist keine zusam-
menha¨ngende Elektronendichte zu sehen. Er wurde in die Verfeinerung nicht miteinbe-
zogen.
In Tab. 3.18 sind die Distanzen der Wasserstoffbru¨cken zwischen den Donoren bzw.
Akzeptoren des Chinazolin-4-on-Grundko¨rpers und den entsprechenden Partnern auf
Proteinseite der Kristallstrukturen der Z. mobilis TGT im Komplex mit verschiedenen
Liganden aufgelistet. In TGT·66 liegen die Absta¨nde im vergleichbaren Bereich wie in
den Strukturen der Komplexe mit 2,6,-Diamino-3H -chinazolin-4-onen. Durch die geo-
metrisch verla¨ngerte Aminomethyl-Gruppe in 66 wird demnach die Bindungsgeometrie
des Grundko¨rpers nicht entscheidend vera¨ndert oder gesto¨rt.
U¨berlagert man die Anordnungen der Bindetaschen anhand der Cα-Koordinaten von
TGT·65 und TGT·66, so fallen die Chinazolin-4-on-Grundko¨rper fast exakt aufeinan-
der (Abb. 3.42). Das Kohlenstoffatom der Aminomethyl-Gruppe von 66 befindet sich
dort, wo in der Kristallstruktur von TGT·65 die 6-Aminogruppe zu liegen kommt. Der
Abstand zum Carbonyl-Sauerstoff von Leu231 betra¨gt nur 3,0 A˚. Legt man den Ab-
stand von 3,3 A˚ und den Winkel CLeu231-OLeu231-8-NH2 (160°) zu Grunde, muss man
davon ausgehen, dass die Aminogruppe in 66 eine schwa¨chere Wasserstoffbru¨cke zu
Leu231 ausbildet als in den anderen Chinazolin-4-on-Derivaten. Sie scheint aber zu-
sa¨tzlich eine Wasserstoffbru¨cke zur Carbonylgruppe von Ala232 auszubilden. Obwohl
anzunehmen ist, dass diese Aminomethyl-Gruppe in 66 wegen ihres ho¨heren basischen
Charakters protoniert vorliegt, liefert sie keinen erho¨hten Bindungsbeitrag, wie das u¨b-
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Abb. 3.41 Kristallstruktur der Z. mobilis TGT im Komplex mit 66 bei einer Auflo¨sung
von 1,75 A˚, kristallisiert bei pH 5,5. (I) Die |Fo|-|Fc|-Elektronendichte (gru¨n, kontu-
riert auf 2,5 σ) des Chinazolin-4-on-Grundko¨rpers ist zerrissen. Das la¨sst auf eine unvoll-
sta¨ndige Population des Liganden in der Bindetasche schließen. (II) Der Grundko¨rper und
die Sulfanylmethyl-Gruppe sind eindeutig in der 2|Fo|-|Fc|-Elektronendichte des verfei-
nerten Strukturmodells (gru¨nblau, konturiert auf 1,0 σ) zu erkennen. Die Sulfanylmethyl-
Gruppe der Ligandseitenkette nimmt zwei Konformationen ein. Der Phenylring ist in der
Differenzdichte nicht zu erkennen. Das Stickstoffatom der Aminomethyl-Gruppe kommt
in 3,3 A˚ Entfernung zur Carbonylgruppe des Leu231 und 3,1 A˚ zur Carbonylgruppe von
Ala232 zu liegen.
licherweise fu¨r eine ladungsunterstu¨tzte Wasserstoffbru¨cke zu erwarten wa¨re [Bo¨hm &
Klebe, 1996; Davis & Teague, 1999; Gohlke & Klebe, 2002].
Da die Bindungsgeometrie des Grundko¨rpers vergleichbar zu den bisher bekannten
ist, kann spekuliert werden, dass die Phenylsulfanylmethyl-Seitenkette ebenfalls eine
sehr a¨hnliche Bindungsgeometrie wie in der analogen Verbindung 56 einnimmt. Im
Vergleich zu 56 ist ihr Ki-Wert aber um mehr als Faktor 10 schlechter. Grund hierfu¨r
ist vermutlich die suboptimale Wasserstoffbru¨ckengeometrie der Aminomethyl-Gruppe
zu Leu231. Die Wichtigkeit dieser Wechselwirkung ist schon aus anderen Beispielen
bekannt (Kapitel 3.5.1, Gra¨dler et al. [2001]). Trotz Ladungsunterstu¨tzung und einer
zusa¨tzlichen Wasserstoffbru¨cke zu Ala232 kann diese Abschwa¨chung offensichtlich nicht
kompensieren werden, zumal der kurze Abstand zwischen dem Carbonylsauerstoff in
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Tab. 3.18 Distanzen der Wasserstoffbru¨cken zwischen den Donoren bzw. Akzeptoren des
Chinazolin-4-on-Grundko¨rpers und den entsprechenden Partnern auf Protein-
seite der Kristallstrukturen der Z. mobilis TGT im Komplex mit verschieden
Chinazolin-4-onen. (La¨ngen in A˚).
Nr. pH 6-NH2↔Leu231 O↔Gly230 O↔Gln203
51 8,5 2,5 2,8 3,0
51 5,5 2,8 2,9 2,9
54 8,5 2,7 2,8 3,5
54 5,5 2,8 2,9 2,9
55 8,5 2,6 3,0 3,5
65 5,5 3,0 2,9 3,2
66 5,5 3,3∗) 2,9 3,2
∗) 6-Aminomethyl-Gruppe
Nr. pH N3↔Asp156 2-NH2↔Asp156 N1↔Asp102 2-NH2↔Asp102
51 8,5 3,0 3,0 (3,4) (3,2)
51 5,5 2,7 2,7 2,7 2,7
54 8,5 3,7 3,5 (3,2) (3,3)
54 5,5 2,9 2,9 3,0 2,8
55 8,5 3,7 3,6 - -
65 5,5 2,8 2,9 2,9 2,9
66 5,5 2,9 2,9 2,9 2,9
Leu231 und dem Methylenkohlenstoff des Liganden auf repulsive Wechselwirkungen
verweist.
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Abb. 3.42 U¨berlagerung der Bindetaschen der Kristallstrukturen von 65 (gru¨n) und 66
(grau) im Komplex mit Z. mobilis TGT. Die Chinazolin-4-on-Grundko¨rper der
beiden Liganden fallen fast exakt aufeinander. Das Kohlenstoffatom der Aminomethyl-
Gruppe von 66 ist dort, wo in der Kristallstruktur von TGT·65 die aromatische Amino-
gruppe zu liegen kommt.
3.5.7 Imidazochinazolinon als Erweiterung der Chinazolinone
Eine genau Analyse der Kristallstrukturen der Chinazolin-4-one im Komplex mit Z.
mobilis TGT hat ergeben, dass sich benachbart zur 7-Position der Liganden bisher
noch unbesetzter Raum befindet. Durch eine Erweiterung des Chinazolinons zu Imida-
zochinazolinon (Abb 3.43) sollte dieser besser gefu¨llt werden.
Abb. 3.43 6-Amino-1,7-dihydroimidazo[4,5-g]chinazolin-8-on (67).
Zuna¨chst wurde 67 bei pH 8,5 in einen Kristall eindiffundiert. Die Kristallstruktur
konnte mit einer Auflo¨sung von 1,7 A˚ bestimmt werden. Es wurde eine durchga¨ngi-
ge |Fo|-|Fc|-Elektronendichte (konturiert auf 2,5 σ) fu¨r den Liganden erhalten (Abb.
3.44.I). U¨berraschenderweise befindet sich in der dargestellten Ansicht links neben dem
Imidazolring Differenzdichte in etwa der Gro¨ße einer Methylgruppe. Fu¨r ein dort plat-
ziertes Wassermoleku¨l ist der Abstand zum Inhibitor zu kurz. Diese u¨berschu¨ssige Elek-
tronendichte bleibt auch nach der anschließenden Verfeinerung erhalten (Abb. 3.44.II).
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Offensichtlich ist die gefundene Elektronendichte nicht mit der Strukturformel des fu¨r
das
”
Soaking“ verwendeten Inhibitors 67 in Einklang zu bringen.
Obwohl das NMR-Spektrum der Verbindung 67 keine Hinweise dafu¨r entha¨lt, ließ sich
nicht vo¨llig ausschließen, dass die Substanz bei den
”
Soaking“-Experimenten ausschließ-
lich vorlag. In Frage kommt eine Substitution mit einer Hydroxy- oder Aminogruppe
(E. Meyer, perso¨nliche Mitteilung). Deshalb wurde das
”
Soaking“ mit einer Probe ei-
ner neu synthetisierten Charge wiederholt. Bei der Synthese dieser Charge wurde sehr
genau auf die Reinigung geachtet. Die Eindiffundierung der Substanz war bei pH 8,5
interessanterweise nicht mehr mo¨glich. Bei pH 5,5 konnte sie aber erfolgreich durchge-
fu¨hrt werden. Die Struktur konnte mit einer Auflo¨sung von 1,7 A˚ bestimmt werden.
Die |Fo|-|Fc|-Elektronendichte (konturiert auf 2,5 σ) weist keine Bereiche auf, die nicht
von einem Ligandatom besetzt werden (Abb. 3.44.III). Das missglu¨ckte
”
Soaking“ mit
der neuen Charge bei pH 8,5 legt ebenfalls nahe, dass bei den ersten Versuchen ei-
ne substituierte Verbindung als Verunreinigung vorlag. Der offensichtlich zusa¨tzliche
polare Substituent in 2-Position in der ersten Charge erho¨ht entweder die Lo¨slichkeit
und /oder die Affinita¨t dieses Derivats so stark, dass selbst bei diesem pH-Wert eine
ausreichende Populierung des Liganden in der Bindetasche gelang.
TGT·67 ist die einzige bisher bekannte Struktur, bei der Asp102 bei einem pH von
8,5 nur die eine zum Ligand hinorientierte Konformation einnimmt. Der Ki-Wert, der
an dieser vermutlich verunreinigten Charge bestimmt wurde, ist mit 0,15 ± 0,05 µM
um mehr als Faktor 10 niedriger im Vergleich zu dem von 2,6-Diamino-8-bromo-3H -
chinazolin-4-on (51), dem undekorierten Grundko¨rper der Chinazolinon-Serie. Der Ki-
Wert der reinen Verbindung 67 liegt mit 0,25 ± 0,05 µM etwas ho¨her als fu¨r die
verunreinigte Charge. Dies deutet ebenfalls darauf hin, dass das bisher noch nicht
vollsta¨ndig charakterisierte Derivat mit einem Substituenten in 2-Position (vermutlich
OH oder NH2) eine ho¨here Affinita¨t zur Z. mobilis TGT besitzt.
Da Asp102 eine gegabelte Wasserstoffbru¨cke zu 67 eingeht, liegt die Verbindung ver-
mutlich protoniert vor. Um dies na¨her zu untersuchen, wurden die pKa-Werte einiger
Verbindungen der Chinazolinon-Serie sowie des reinen Imidazochinazolinons bestimmt
(Tab. 3.19). Wegen der schlechten Wasserlo¨slichkeit konnte von manchen Inhibitoren
nur ein Wert in einer 20 %igen DMSO-Lo¨sung, wie sie auch zum
”
Soaking“ verwendet
wird (Kapitel 5.3.3), bestimmt werden. Die pKa-Werte von Verbindungen, die sowohl
im wa¨ssrigen Milieu als auch in 20 % DMSO gemessen wurden (52, 55), sind prak-
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Abb. 3.44 Kristallstruktur der Z. mobilis TGT im Komplex mit 67 bei einer Auflo¨sung
von 1,7 A˚, kristallisiert bei pH 8,5 (I, II) bzw. pH 5,5 (III, IV). Die Charge,
die bei der Kristallisation bei pH 8,5 verwendet wurde, ist vermutlich verunreinigt. Fu¨r
die Kristallisation wurde eine aufwa¨ndiger gereinigte Probe verwendet. (I, III) Die |Fo|-
|Fc|-Elektronendichte (gru¨n, konturiert auf 2,5 σ) ist sehr gut definiert. (I) Neben dem
Imidazolring ist zusa¨tzliche |Fo|-|Fc|-Dichte in der Gro¨ße einer Methylgruppe zu erkennen.
(II) Diese zusa¨tzliche Dichte bleibt auch nach der Verfeinerung des Strukturmodells (2|Fo|-
|Fc|-Dichte, gru¨nblau, konturiert auf 1,0 σ) bestehen. Asp102 orientiert sich bei beiden pH-
Bedingungen zum Liganden hin. (III, IV) Die Kristallisation bei pH 5,5 mit der gereinigten
Verbindung ergibt eine eindeutig zu interpretierende |Fo|-|Fc|- (gru¨n, konturiert auf 2,5 σ)
bzw. 2|Fo|-|Fc|-Elektronendichte (gru¨nblau, konturiert auf 1,0 σ). Hier ist keine zusa¨tzliche
Dichte in der Na¨he der 2-Position von 67 zu erkennen.
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tisch identisch. Somit hat in diesem Fall DMSO keinen entscheidenden Einfluss auf den
pKa-Wert.
Tab. 3.19 pKa-Werte verschiedener Chinazolinone und des Imidazochinazolinons. (pKa1
= Imidazol-Teilstruktur (falls vorhanden); pKa2 = Guanidin-Teilstruktur; pKa3 = 2-
Amino-3H -pyrimidin-4-on-Teilstruktur, nd = nicht bestimmt.
51,
52,
55,
56
54
67
Nr. Medium pKa1 pKa2 pKa3
51 wa¨ssrig - 4,4 9,1
52 wa¨ssrig - 4,5 nd
DMSO - 4,4 9,8
55 wa¨ssrig 4,4 9,6
DMSO - 4,2 9,9
54 DMSO 5,3 3,5 9,8
56 DMSO - 3,8∗ 10,2∗
67 DMSO 4,5 < 3,5 9,9
∗ Wegen der schlechten Lo¨slichkeit der Verbin-
dung sind diese Werte mit einem gro¨ßerem Fehler
behaftet.
Der pKa2-Wert von 67 (pKa-Wert der Guanidin-Teilstruktur) ist mit der verwendeten
Messmethoden nicht bestimmbar (Kapitel 5.5). Er ist deutlich tiefer als 3,5. Damit
la¨sst sich nicht erkla¨ren, warum sich beim
”
Soaking“ mit der verunreinigten Charge
bei pH 8,5 die Seitenkette von Asp102 ausschließlich zum Liganden dreht. Da sich die
reine Verbindung aber nicht in Kristalle der TGT bei pH 8,5 eindiffundieren ließ, bleibt
unklar, ob dort auch die Konformationsa¨nderung der Seitenkette von Asp102 erfolgt.
Denkbar wa¨re auch, dass der Substituent der Verunreinigung eine deutliche pKa-Wert-
Verschiebung verursacht, was fu¨r einen OH- oder NH2-Substituenten in 7-Stellung zu
erwarten wa¨re. Um dies zu kla¨ren, mu¨sste die Struktur der Verunreinigung aufgekla¨rt
und die Verbindung gezielt synthetisiert werden.
Verbindung 67 ist der bisher affinste bekannte Grundko¨rper eines TGT-Inhibitors. Mit
einer Affinita¨t im submikromolaren Bereich sowie einem verifizierten Bindungsmodus
stellt der Verbindung eine hervorragende Ausgangsbasis fu¨r eine weitere Optimierung
dar. Wie sich auf Grund der Affinita¨tsbestimmung mit der verunreinigten Charge an-
deutet, scheint das substituierte Derivat eine noch ho¨here Affinita¨t gegen das Enzym zu
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besitzen. Weiterhin schient die Wasserlo¨slichkeit dieser Verbindungsklasse sehr gu¨nstig
zu sein.
3.5.8 Zusammenfassung und Schlussfolgerungen
2-Amino-3H -chinazolin-4-on wurde als neue Leitstruktur fu¨r TGT-Inhibitoren entwor-
fen. Mittels der Kristallstrukturanalyse konnte der angenommene Bindungsmodus veri-
fiziert werden.
Der Ki-Wert von 2,6-Diamino-8-bromo-3H -chinazolin-4-on (51) liegt bereits im un-
teren mikromolaren Bereich (Kapitel 3.5.1). Die Verbindung stellt deshalb eine gute
Ausgangsbasis fu¨r weitere Optimierungen dar.
Ausgehend von dieser Verbindung wurden Derivate mit lipophilen Seitenketten synthe-
tisiert (Kapitel 3.5.2 und 3.5.5). Dabei wurde ein großer Einfluss des Schwefels in der
Seitenkette auf die Bindungsenergie beobachtet. Zudem konnte gezeigt werden, dass
eine lipophile Tasche, die durch Val45, Leu68 und Val282 gebildet wird, geeignet ist,
um die Affinita¨t der Inhibitoren zu erho¨hen.
Bisher ist es nicht gelungen, durch andere Variationen der Seitenketten, die Affinita¨t
dieser Inhibitorklasse weiter zu steigern (Kapitel 3.5.6).
Imidazochinazolinon stellt eine sehr viel versprechende Erweiterung der Chinazolin-
one dar (Kapitel 3.5.7). Die Affinita¨t des undekorierten Grundko¨rpers fa¨llt bereits in
den submikromolaren Bereich. Der Bindungsmodus dieser Verbindung konnte ebenfalls
mittels Kristallstrukturanalyse aufgekla¨rt werden. Der gefundene Bindungsmodus be-
sta¨tigt die angenommene Orientierung in der Bindetasche.
Um die Lo¨slichkeit der Liganden zu erho¨hen und dadurch ein besseres Eindiffundie-
ren der Liganden in TGT-Kristalle zu erzielen, wurden Kristallisationsbedingungen
bei pH 5,5 etabliert (Kapitel 3.5.3). Die Kristallstruktur a¨ndert sich bei diesen Beding-
ungen im Vergleich zu der bei pH 8,5 in zwei Bereichen gegenla¨ufig. Der eine Bereich,
Teil eines Faltblattes, ist komplett ungeordnet, der andere Bereich, Teil einer Helix,
ist wesentlich besser definiert. In der Bindetasche klappt die Amidbindung zwischen
Leu231 und Ala232 um.
Bei der Bindung zweier Chinazolinone (51, 65) bei pH 8,5 werden fu¨r die Seitenket-
te von Asp102 zwei unterschiedliche Konformationen beobachtet: einmal orientiert sie
sich zum Liganden hin, einmal steht sie von ihm weg. Bei pH 5,5 ist nur die zum
Ligand hinorientierte Konformation zu erkennen. In dieser Konformation geht die Car-
boxylatgruppe eine gegabelte Wasserstoffbru¨cke zum Liganden ein. Vermutlich wird
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diese Geometrie durch die dann vorliegende Protonierung des Chinazolinongeru¨stes er-
zwungen. Das legt nahe, dass die Eigenschaften des Grundko¨rpers so zu vera¨ndern sind,
dass eine ausreichende Protonierung an dieser Stelle auch bei physiologischen pH-Wert
gegeben ist.
Durch die Rotation von Asp102 zum Liganden werden zwei Wassermoleku¨le aus der
Bindetasche verdra¨ngt (Kapitel 3.5.4 und 3.5.7). Auf diese Wassermoleku¨le wird im
folgenden Kapitel na¨her eingegangen.
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3.6 Virtuelles Screening nach Verbindungen, die
geordnete Wassermoleku¨le aus der Bindetasche
verdra¨ngen
Im vorangegangen Abschnitt wurden Kristallstrukturen der TGT im Komplex mit Chi-
nazolinonen beschrieben (Kapitel 3.5). Bei der Analyse der Strukturen ist aufgefallen,
dass die Seitenkette von Asp102 bei bestimmten Liganden bei pH 8,5 (Abb. 3.27 auf
Seite 84, Abb. 3.31.IV auf Seite 90 und Abb. 3.44.II auf Seite 113) sowie bei allen
Liganden bei pH 5,5 (Kapitel 3.5.4) ihre Konformation im Vergleich zur apo-Struktur
a¨ndert. Dabei wird das Wasserstoffbru¨cken-Netzwerk, in das Asp102 im ungebunden-
en Zustand involviert ist, aufgebrochen und die Seitenkette dreht sich zum Liganden
hin. Die Carboxylatgruppe geht dann, unter der Annahme, dass der Ligand protoniert
vorliegt, eine gegabelte Wasserstoffbru¨cke zu ihm ein (Abb. 3.36). In der Folge werden
zwei Wassermoleku¨le (W3 und W4) aus der Bindetasche verdra¨ngt.
Diese Beobachtung gab Anlass, diesen Bereich des aktiven Zentrums mit einer
”
Hot
Spot“-Analyse genauer zu charakterisieren.
3.6.1
”
Hot Spot“-Analyse der Bindetasche
In einer vorangegangen Studie konnte gezeigt werden, dass
”
Hot Spots“, berechnet
mit den Programmen SuperStar [Verdonk et al., 1999] und DrugScore [Gohlke
et al., 2000b], gut mit den in den Kristallstrukturen der Z. mobilis TGT gefundenen
Ligandatomen u¨bereinstimmen (Kapitel 3.3.1).
In Abb. 3.45 sind die
”
Hot Spots“, berechnet fu¨r eine Wasserstoffbru¨cken-Donor-
und eine -Akzeptor-Sonde, gezeigt. Das Wassermoleku¨l W4 befindet sich an einer
nur schwer zuga¨nglichen Position außerhalb eines auf 80 % konturierten Wasserstoff-
bru¨cken-Donor-
”
Hot Spots“ (Abb. 3.45.I). Das Wassermoleku¨l W3 dagegen fa¨llt ins
Zentrum eines Wasserstoffbru¨cken-Akzeptor-
”
Spots“ (Abb. 3.45.II). Ein zusa¨tzliches
Wassermoleku¨l (W5) befindet sich ebenfalls in einem als gu¨nstig fu¨r einen Akzeptor
berechneten Bereich. Dieses Wassermoleku¨l ist in allen TGT-Strukturen im Komplex
mit Pyridazindionen [Gra¨dler et al., 2001] sowie in einigen Komplexen mit China-
zolinonen enthalten. Das Wassermoleku¨l W4 ist durch seine unzuga¨ngliche Position
wahrscheinlich nur schwer durch einen Liganden verdra¨ngbar. Die Wassermoleku¨le W3
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Abb. 3.45 ”Hot Spots“ in der Bindetasche der TGT. Zur Orientierung ist die kristallogra-
phisch bestimmte Bindungsgeometrie des Inhibitors 4 (orange) gezeigt. (I) ”Hot Spots“
berechnet fu¨r eine Wasserstoffbru¨cken-Donor-Sonde (N.3) mit DrugScore, konturiert
auf 80 (gru¨nblau), 84 (blau) und 88 % (violett); das Wassermoleku¨l W4 befindet sich
nicht einem Donor-”Hot Spot“. (II) ”Hot Spots“ berechnet fu¨r eine Wasserstoffbru¨cken-
Akzeptor-Sonde (O.2) mit DrugScore, konturiert auf 80 (gru¨n), 84 (blau) und 92 %
(rot); das Wassermoleku¨l W3, das durch die Rotation von Asp102 aus der Bindetasche
verdra¨ngt werden kann, sowie ein weiteres Wassermoleku¨l W5 befinden sich an einer als
gu¨nstig fu¨r Wasserstoffbru¨cken-Akzeptoren vorhergesagten Position.
und W5 hingegen nehmen gut zuga¨ngliche Positionen in der Bindetasche ein.
Eine weitere Charakterisierung der Bindetasche in diesem Bereich ist in Abb. 3.46
dargestellt. Zur Berechnung der
”
Hot Spots“ wurde sowohl DrugScore als auch Su-
perstar verwendet. Als Akzeptor-Sonden wurden eine neutrale Carbonyl-Sauerstoff-
sowie eine negativ geladene Carboxylat-Sauerstoff-Sonde gewa¨hlt (Abb. 3.46).
Beide Sonden zeigen gu¨nstige Wechselwirkungsfelder (HS 1) im Bereich der 4-Carbo-
nylgruppe des dargestellten Liganden (4). Ein weiterer, sehr breiter
”
Hot Spot“ mit
zwei Maxima (HS 2 und 3) befindet sich unterhalb von Asp156. In der Na¨he dieser
Maxima befinden sich die Wassermoleku¨le W3 und W5 (Abb. 3.45.II).
Die
”
Hot Spots“ aller verwendeten Akzeptor-Sonden verweisen auf die gleichen Po-
sitionen in der Na¨he von Gly230 sowie Ser103 und Gly104. HS 1 entsteht aus den
Wechselwirkungsmo¨glichkeiten zu Gly230 und Glu203. HS 2 resultiert aus den Donor-
Eigenschaften der α-NH-Gruppen von Tyr106 und Gly104 sowie der Hydroxylgruppe
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Abb. 3.46 Wasserstoffbru¨cken-Akzeptor-”Hot Spots“ in der Bindetasche der TGT. Zur
Orientierung ist auch die kristallographisch bestimmte Bindungsgeometrie des Inhibitors
4 (orange) gezeigt. (I) ”Hot Spots“ berechnet fu¨r eine Carbonyl-Sauerstoff-Sonde (O.2)
mit DrugScore, konturiert auf 80 (gru¨n), 84 (blau) und 92 % (rot); (II) ”Hot Spots“
berechnet fu¨r eine Carbonyl-Sauerstoff-Sonde mit SuperStar, konturiert auf die Wahr-
scheinlichkeitsniveaus 4 (gru¨n), 8 (blau) und 10 (rot); (III) ”Hot Spots“ berechnet fu¨r ei-
ne Carboxylat-Sauerstoff-Sonde (O.co2) mit DrugScore, konturiert auf 80 (violett), 83
(blau) und 90 % (grau); (IV) ”Hot Spots“ berechnet fu¨r eine Carboxylat-Sauerstoff-Sonde
mit SuperStar, konturiert auf die Wahrscheinlichkeitsniveaus 6 (violett), 10 (blau) und
14 (grau). Die ”Hot Spots“ unterhalb von Asp 156 werden durch die Donor-Eigenschaften
der α-NH-Gruppen von Tyr106 und Gly104 sowie der Hydroxylgruppe von Ser103 bzw.
der α-NH-Gruppe und der Hydroxylgruppe von Ser103 erzeugt.
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von Ser103. Die Donor-Eigenschaften der α-NH-Gruppe und der Hydroxylgruppe von
Ser103 bestimmen HS 3.
Etwas u¨berraschend ist die starke Pra¨ferenz fu¨r Carboxylatsauerstoffatome, da die
Bindetasche durch Asp102 und Asp158 negativ polarisiert erscheint. Zwar dreht sich
die Seitenkette von Asp102 bei pH 5,5 auch in diesen Bereich, doch in diesem Fall wird
die negative Ladung des Aspartats vermutlich durch eine positive Ladung des Liganden
kompensiert. Die Analyse mit SuperStar zeigt weiter, das HS 2 und 3 gleichwertig
sind. DrugScore hingegen berechnet fu¨r HS 3 ein energetisch gu¨nstigeres lokales
Minimum als fu¨r HS 2. Dies liegt wahrscheinlich daran, dass dieser Bereich schlechter
Lo¨sungsmittel zuga¨nglich ist.
3.6.2 Generierung eines Pharmakophor-Modells
Aufbauend auf der
”
Hot Spot“-Analyse wurde eine Pharmakophor-Hypothese erstellt.
Zusa¨tzlich wurden Erkenntnisse aus kristallographisch ermittelten Bindungsmoden von
TGT-Inhibitoren einbezogen.
Bisher bekannte affine Liganden gehen eine gegabelte Wasserstoffbru¨cke zu Asp156,
eine Wasserstoffbru¨cke zu Gly230 und Glu203 sowie entweder eine Wasserstoffbru¨cke
zu Leu231 oder zu einem interstitiellen Wassermoleku¨l, das sich zwischen Ligand und
Leu231 befindet, ein. Zusa¨tzlich besitzen sie einen aromatischen Ring, der eine pi-pi-
Wechselwirkung mit Tyr106 ausbildet (Kapitel 3.3, [Gra¨dler et al., 2001; Meyer et al.,
2002]).
Ein virtuelles Screening nach Verbindungen, die diesen Pharmakophor erfu¨llen, wur-
de in Kapitel 3.3 beschrieben. Dabei wurden keine Liganden gefunden, die zusa¨tzlich
zu den geforderten funktionellen Gruppen eine Akzeptorgruppe im Bereich der oben
beschriebenen
”
Hot Spots“ 2 und 3 besitzen. Deshalb wurde fu¨r das Screening nach
Inhibitoren, die eine Akzeptorgruppe in diese Region exponieren, die Pharmakophor-
Hypothese des vorangegangen Screenings weiter gefasst. Anstelle von zwei Wasserstoff-
bru¨cken zu Asp156 wurde nur eine dieser Bru¨cken als erforderlich definiert. Der Bereich
unterhalb von Asp156 wurde neu in die Pharmakophor-Hypothese aufgenommen. Ein
Akzeptor wurde im Bereich des Wassermoleku¨ls W3 (HS 2), das durch die Rotation von
Asp102 aus der Bindetasche verdra¨ngt wird (Kapitel 3.5.4), verlangt. Alternativ dazu
wurde ein Akzeptor im Bereich des sta¨rker vergrabenen Wassermoleku¨ls W5 (HS 3)
gefordert. Um die Direktionalita¨t der Wasserstoffbru¨cken zu beru¨cksichtigen, wurden
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die entsprechenden Gruppen mit den korrespondierenden Akzeptor- bzw. Donorgrup-
pen auf Proteinseite verknu¨pft (Abb. 3.47). In einem ersten Suchlauf wurde zusa¨tzlich
die Wasserstoffbru¨cke zu Leu231 bzw. zum interstiellen Wassermoleku¨l, wie sie auch
im Pharmakophor-Modell aus Kapitel 3.3 enthalten ist (Abb. 3.8 auf Seite 50), beru¨ck-
sichtigt. Damit wurden aber keine interessanten Verbindungen gefunden (Daten nicht
gezeigt). Deshalb wurde auf die Wechselwirkung zu Leu231 bzw. zum interstitiellen
Wassermoleku¨l W1 verzichtet, obwohl bekannt ist, dass diese Wasserstoffbru¨cke stark
zur Affinita¨t der Liganden beitra¨gt (Kapitel 3.5.1, [Gra¨dler et al., 2001]).
Abb. 3.47 Struktur-basierte Pharmakophor-Hypothese (Ligand 4 und Protein sind zur Ver-
deutlichung mit angegeben). Donorgruppen und die dazugeho¨rigen Akzeptorgruppen auf
Proteinseite sind blau, Akzeptorgruppen und die dazugeho¨rigen Donorgruppen auf Pro-
teinseite rot eingefa¨rbt. Die hydrophobe Eigenschaft ist in gru¨n markiert. Die Wechsel-
wirkungen zur Carboxylatgruppe von Asp156 sowie die Akzeptoren Acc2a bzw. Acc2b
wurden alternativ verlangt.
3.6.3 Virtuelles Screening
Das Screening wurde nach derselben schrittweisen Strategie wie in Kapitel 3.3.2 be-
schrieben durchgefu¨hrt (siehe auch Kapitel 5.4.5):
1. Die nach Molekulargewicht (< 450 D) und Anzahl der drehbaren Bindungen
(max. 7) vorgefilterten Hitlisten wurden vom vorangegangen Screening u¨bernom-
men.
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2. Die Hitlisten wurden nach Verbindungen durchsucht, die die Mindestanzahl an
fu¨r den Pharmakophor erforderlichen Gruppen enthalten, also mindestens eine
hydrophobe Eigenschaft (einen fu¨nf- oder sechsgliedrigen Ring), zwei Wasser-
stoffbru¨cken-Akzeptoren sowie eine Donor.
3. Die in Kapitel 3.6.2 beschriebene 3D-Pharmakophor-Hypothese wurde verwendet.
4. Zusa¨tzlich zum vorangegangen Schritt wurde die Form der Bindetasche als ver-
botene Volumenbereiche (
”
excluded volumes“) beru¨cksichtigt.
Die Ergebnisse der einzelnen Filterschritte sind in Tabelle 3.20 zusammengefasst.
Durch die Anwendung der verschiedenen Filterschritte wurde die Anzahl der Verbin-
dungen von u¨ber 825.000 auf 620 reduziert. Nach Herausfiltern der mehrfach aufgefun-
denen Hits verringerte sich die Zahl weiter auf 545 Verbindungen. Unter diesen besaßen
nur zwei sowohl Donor D1a als auch Donor D1b (Abb. 3.47). Eine Carboxylatgruppe
als Akzeptor Acc2a bzw. Acc2b wiesen 88 Verbindungen auf.
Wie beim vorangegangen Screening wurde die Hitliste visuell inspiziert (Kapitel 3.3.2).
Interessante Verbindungen wurden mit FlexX [Rarey et al., 1996] in eine der beiden
bekannten Bindetaschenkonformationen (Abb. 3.10 auf Seite 53) eingepasst. Liganden,
die nach dem Docking noch die Pharmakophor-Hypothese erfu¨llten, wurden mit dem
MAB-Kraftfeld [Gerber & Mu¨ller, 1995], wie es in Moloc [Moloc] implementiert ist,
im aktiven Zentrum minimiert, wobei die Bindetasche als rigide betrachtet wurde. Die
endgu¨ltigen Kriterien zur Auswahl der Verbindungen zur Testung auf Inhibition der Z.
mobilis TGT waren:
 U¨bereinstimmung mit dem als essentiell angenommen Wasserstoffbru¨cken-
Netzwerk,
 Komplementarita¨t zwischen Ligand- und Proteinoberfla¨che,
 Fehlen von ungu¨nstigen van der Waals-Wechselwirkungen nach der Minimierung
und
 in der Summe sta¨rkere attraktive als repulsive Coulomb-Wechselwirkungen.
Der letzte Punkt bezieht sich vor allem auf die Anwesenheit einer negativ geladenen
Gruppe an den Positionen der Akzeptoreigenschaft Acc2a oder Acc2b. Die Bindeta-
sche der TGT ist durch drei Aspartate (102, 156 und 280), die relativ nahe beieinander
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liegen, stark negativ polarisiert. Minimierungen des Bindungsmodus von potenziellen
Testkandidaten inMoloc ergab fu¨r Carboxylatgruppen tragende Verbindung fast im-
mer sta¨rkere abstoßende als anziehende Coulomb-Wechselwirkungen.
3.6.4 Testung auf Inhibition
Sechs Verbindungen wurden zur Testung auf Inhibition ausgewa¨hlt (Tabelle 3.21).
Tab. 3.21 Liste der sechs Verbindungen, die mittels virtuellen Screenings entdeckt und
anschließend auf Inhibition der TGT getestet wurden.
Nr. Verbindung Datenbank Label Ki [µM ]
68 AEGC BAS 0226423 403 ± 33
69 IBS STOCK2S-03350 158 ± 17
70 AEPC ASN 2618148 58 ± 15
71 AEGC / IBS
BAS 0890392 /
STOCK1S-52986
31 ± 5
72
ACD / AEGC /
IBS
MFCD00184169 /
BAS 0853729 /
STOCK1S-08826
27 ± 3
73 IBS STOCK1N-04512 15,1 ± 0,1
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Es wurde versucht, durch Eindiffundieren der Liganden in Kristalle bei verschiedenen
Temperaturen sowie durch Kokristallisation eine fu¨r die Kristallstrukturanalyse aus-
reichende Population der Liganden in der Bindetasche zu erhalten (Tab. 3.22). Leider
waren alle Versuche erfolglos. Zur Diskussion der Hits wird deshalb auf die von FlexX
auf Rang 1 vorgeschlagene Dockinglo¨sungen zuru¨ckgegriffen.
Tab. 3.22 ”Soaking“- und Kokristallisationsversuche mit den Screening-Hits aus Tab.
3.21. (× = versucht, - = nicht versucht.
Ver-
bindung ”
Soaking“
(pH 8,5) ”
Soaking“
(pH 5,5)
Kokristalli-
sation
(pH 8,5)
”Soaking“(pH 8,5,
40-50 °C)
Lo¨slich-
keit
[mM]∗)
68 × - - - -
69 × - - - -
70 × - Ligand kristallisiert × < 5
71 × × × × < 2.5
72 × × × × < 2.5
73 × - × × < 1.5
∗) in der
”
Soaking“-Lo¨sung bei pH 8,5 und 22 °C
Die einzige ausgewa¨hlte Verbindung, die eine negativ geladene Gruppe als Akzeptor
Acc2a bzw. Acc2b tra¨gt, ist 68. Mit ca. 400 µM ist sie zugleich die Verbindung mit dem
ho¨chsten Ki-Wert. Die Dockinglo¨sung auf Rang 1 im Vergleich zum kristallographisch
bestimmten Bindungsmodus von 4 (Tab. 2.2 auf Seite 25) ist in Abb. 3.48.I gezeigt.
Die Carbonylgruppe von 68 kann eine Wasserstoffbru¨cke zu Gly230 und die Amid-
gruppe eine zu Asp156 eingehen. Beide Wechselwirkungen bildet auch 4 aus. Diese
Verbindung geht zusa¨tzlich ein zweite Wasserstoffbru¨cke zu Asp156 sowie eine weitere
zu Leu231 ein. Verbindung 68 hingegen kann mit der Carboxylatgruppe zwei Was-
serstoffbru¨cken zu Ru¨ckgrat-Amid-Gruppen (Tyr106, Ser103) sowie eine zur Hydro-
xylgruppe von Ser103 eingehen. Verbindung 6 (Tab. 2.2 auf Seite 25), die vermutlich
einen vergleichbaren Bindungsmodus wie 4 ausbildet, kann wie 68 ebenfalls nur eine
einfache Wasserstoffbru¨cke zu Asp156 eingehen. Der Ki-Wert dieser Verbindung liegt
mit 4,8 ± 0,3 µM im selben Bereich wie der von 4 (8,3 ± 0,4 µM). Es ist bekannt, dass
die Wasserstoffbru¨cke zu Leu231 einen großen Beitrag (> Faktor 10) zur Affinita¨t der
Verbindungen liefert (Gra¨dler et al. [2001], Kapitel 3.5.1 und 3.5.6). Vergleicht man die
Affinita¨t von Verbindung 68mit der von 6, so wird deutlich, dass die zusa¨tzlichenWech-
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selwirkungen, die die Carboxylatgruppe eingeht, den Wegfall der Wasserstoffbru¨cke zu
Leu231 keinesfalls kompensieren ko¨nnen. Der beobachtete Affinita¨tsverlust ist mo¨gli-
cherweise auf die Anha¨ufung mehrerer negativ geladener Carboxylatgruppen (Asp156,
Asp280, Asp102) zuru¨ckzufu¨hren. Somit scheint es energetisch ungu¨nstig, eine weitere
negativ geladene Gruppe in diesen Bereich zu platzieren.
(I) (II)
Abb. 3.48 Dockinglo¨sungen (Rang 1, orange) von 68 (I) und 71 (II) u¨berlagert mit dem
kristallographisch bestimmten Bindungsmodus von 4 (gru¨nblau). (I) O.co2-
DrugScore-”Hot Spots“ (konturiert auf 80 (violett), 83 (blau) und 90 % (grau)) (II)
O.2-DrugScore-”Hot Spots“ (konturiert auf 80 (gru¨n), 84 (blau) und 92 % (rot)). Im
vorgeschlagenen Bindungsmodus bilden beide Liganden Wasserstoffbru¨cken zu Ser103 und
Gly104 aus.
Die Dockinglo¨sung (Rang 1) von 71 ist in Abb. 3.48.II dargestellt. Die Verbindung be-
sitzt eine Nitrogruppe im Bereich der Akzeptoren Acc2a und Acc2b. Sie kann mit ihren
funktionellen Gruppen ein sehr a¨hnliches Wasserstoffbru¨cken-Netz wie 68 ausbilden.
Auch diese Verbindung kann keine Wasserstoffbru¨cke zu Leu231 eingehen. Im Vergleich
zu Verbindung 4, die eine zusa¨tzliche Wasserstoffbru¨cke zu Asp156 sowie die wichtige
Wasserstoffbru¨cke zu Leu231 eingeht, ist ihre Affinita¨t nur um Faktor 3,6 reduziert
(31 µM). Im Gegensatz zur Carboxylatgruppe von 68 scheint sich die Nitrogruppe von
71 gu¨nstig auf die Affinita¨t auszuwirken. In Analogie zu den Verbindungen 51 und
52 (Tab. 3.13 auf Seite 83) kann spekuliert werden, dass durch zusa¨tzliche Einfu¨hrung
einer exocyclischen NH2Gruppe, die mit Leu231 wechselwirken kann, die Affinita¨t von
71 gesteigert werden kann.
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Die Dockinglo¨sungen (Rang 1) fu¨r die Verbindungen 69 und 72 sind in Abb. 3.49
gezeigt. Im Vergleich zu den bisher bekannten Bindungsmoden von TGT-Liganden lie-
gen sie in Bezug auf ihre La¨ngsachse um 90° gedreht in der Bindetasche (Abb. 3.50).
Dadurch wird der in der gewa¨hlten Ansicht rechte Teil der Bindetasche komplett aus-
gefu¨llt.
Verbindung 69 hat einen Ki-Wert von 158 µM. Viel versprechend ist Verbindung 72
mit einem Ki-Wert von 27 µM. Diese Verbindung besitzt das Potenzial zur Leitstruk-
tur einer ganz neuen Verbindungsklasse. Durch Substituenten in o- und m-Position zur
Nitrogruppe sowie am N1 kann die Bindetasche weiter ausgefu¨llt werden.
(I) (II)
Abb. 3.49 Dockinglo¨sungen (Rang 1) von 69 (I) und 72 (II). O.2-DrugScore-”Hot Spots“
(konturiert auf 80 (gru¨n), 84 (blau) und 92 % (rot)). Im vorgeschlagenen Bindungsmodus
bilden beide Liganden Wasserstoffbru¨cken zu Gly230, Gln203, Asp156, Ser103 und Gly104
aus.
Eine U¨berlagerung der Dockinglo¨sungen von 70 bzw. 73 mit der Kristallstruktur von
TGT·18 (Kapitel 3.3) zeigt, dass beide Liganden mo¨glicherweise eine u¨ber Wasser
vermittelte Wechselwirkung zu Leu231 eingehen (Abb. 3.51).
Verbindung 70 kann in dem von FlexX vorgeschlagenen Bindungsmodus keine Was-
serstoffbru¨cke zur endsta¨ndigen NH2-Gruppe von Gln203 eingehen. Sie ist der erste
bekannte TGT-Inhibitor, der vermutlich eine aliphatische Aminogruppe als Donor zu
Asp156 exponiert.
Ligand 73 ist mit einem Ki-Wert von 15,1 ± 0,1 µM die affinste Verbindung, die in
diesem Screening-Lauf gefunden wurde. Sie geho¨rt zur Stoffklasse der Dihydroimida-
zopyridine. Im Gegensatz zu 19, ein Dihydroimidazopyridazin (Tab. 3.5 auf Seite 46),
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Abb. 3.50 Schematisch dargestellter Bindungsmodus von 72. Im Vergleich zu den bisher
bekannten Bindungsmoden von TGT-Liganden (grau angedeutet) liegen sie in Bezug auf
ihre La¨ngsachse um 90° gedreht in der Bindetasche. Dadurch wird der in der gewa¨hlten
Ansicht rechte Teil der Bindetasche komplett ausgefu¨llt.
(I) (II)
Abb. 3.51 Dockinglo¨sungen (Rang 1, orange) von 70 (I) und 73 (II) u¨berlagert mit
dem kristallographisch bestimmten Bindungsmodus von 18 (gru¨nblau). O.2-
DrugScore-”Hot Spots“ (konturiert auf 80 (gru¨n), 84 (blau) und 92 % (rot)). Beide
Liganden ko¨nnen potenziell eine u¨ber ein Wassermoleku¨l verbru¨ckte Wechselwirkung zu
Leu231 eingehen.
kann sie nur eine einfache Wasserstoffbru¨cke zu Asp156 eingehen. Dafu¨r ermo¨glicht ihre
Nitrogruppe eine Wechselwirkung mit Ser103 und Tyr106. Im Vergleich zu 19 ist ihre
Affinita¨t um mehr als das 10fache gesteigert. Verbindung 18 ist das Butyl-Analoge von
Verbindung 19 (Tab. 3.5). Die zusa¨tzliche Butylgruppe steigert die Affinita¨t von 18 im
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Vergleich zu 19 um mehr als den Faktor 2. Es kann deshalb spekuliert werden, dass
eine solche Gruppe ebenfalls die Affinita¨t von 73 erho¨hen sollte.
A¨hnlichkeit der Liganden zu bereits bekannten Inhibitoren
Zur Beurteilung der A¨hnlichkeit der Liganden zu bereits bekannten Inhibitoren wur-
de der Tanimoto-Index (skaliert auf Werte zwischen 0 und 1) berechnet [Dean, 1995;
Downs & Willett, 1996]. Als Referenz wurden 4 und 18 verwendet. Die Werte sind
in Tab. 3.23 aufgefu¨hrt. Mit Ausnahme von Verbindung 68 und 71 im Vergleich zu 4
sind die Tanimoto-Indices jeweils kleiner als 0,3. Die neuen Inhibitoren sind demnach
im Rahmen dieser A¨hnlichkeitsmatrix als sehr una¨hnlich zu den bereits bekannten
Verbindungen zu bezeichnen.
Tab. 3.23 Tanimoto-Index der neuen Inhibitoren im Vergleich zu zwei bereits bekannten
Liganden (Formeln siehe Tab. 3.21)
Nr. Tanimoto-
Index zu 4
Tanimoto-
Index zu 18
68 0,39 0,21
69 0,27 0,22
70 0,29 0,24
71 0,45 0,24
72 0,22 0,23
73 0,19 0,29
3.6.5 Schlussfolgerungen
Die Kristallstrukturanalyse von Chinazolinon-TGT-Komplexen hat gezeigt, dass bei
bestimmten Liganden bzw. bei pH 5,5 die Seitenkette von Asp102 sich zum Liganden
hinorientiert (Kapitel 3.5). Dabei werden zwei Wassermoleku¨le aus der Bindetasche
verdra¨ngt (Abb. 3.36). Eine
”
Hot Spot“-Analyse dieses Bereichs hat gezeigt, dass eines
dieser Wassermoleku¨le (W3) in einem als gu¨nstig fu¨r Akzeptoren charakterisieren Be-
reich liegt (Abb. 3.45.II). Ein weiteres Wassermoleku¨l (W5) in direkter Nachbarschaft
dazu befindet sich ebenfalls im Zentrum eines
”
Hot Spots“ fu¨r Akzeptoreigenschaften.
Mittels eines zusammengesetzten Pharmakophors wurden verschiedene Datenbanken
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nach Verbindungen, die einen Wasserstoffbru¨cken-Akzeptor zur Verdra¨ngung dieser
Wassermoleku¨le besitzen, durchsucht.
Sechs Verbindungen wurden zur Messung der Ki-Werte ausgewa¨hlt. Alle Verbindung-
en waren im mikromolaren Bereich aktiv. Die neuen Verbindungen sind auf Grund des
Tanimoto-A¨hnlichkeits-Index als sehr una¨hnlich im Vergleich zu bereits bekannten In-
hibitoren zu bezeichnen.
Manche Verbindungen besitzen das Potenzial zur weiteren Optimierung und ko¨nnen
somit als neue Leitstrukturen gelten.
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3.7 ß-Carbolinone als Inhibitoren der TGT
Alle in diesem Kapitel vorgestellten Verbindungen wurden in der Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. F. Bracher, LMU Mu¨nchen, synthetisiert.
In der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. F. Bracher, LMU Mu¨nchen, werden β-Carbolinone
auf ihre antimikrobielle Wirkung untersucht [Bracher & Hildebrand, 1992, 1993a,b,
1994, 1996; Bracher et al., 1994; Bracher & Daab, 1995]. Einige der dabei verwendeten
Grundko¨rper sind in Tab. 3.24 aufgefu¨hrt.
Tab. 3.24 Grundko¨rper der in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. F. Bracher synthetisier-
ten β-Carbolinone.
Nr. Verbindung Ki [µM ]
74 19,2 ± 2,2
75 49 ± 9
76 84 ± 6
Verbindung 74 erfu¨llt das in Kapitel 3.3.1 (Abb. 3.8 auf Seite 50) beschriebenen
Pharmakophor-Modell fu¨r TGT-Inhibitoren. Sie kann potenziell eine gegabelte Wasser-
stoffbru¨cke zu Asp156 sowie Wasserstoffbru¨cken zu Gln203, Gly230 und zum Wasser-
moleku¨l W1 eingehen. Verbindung 75 unterscheidet sich von 74 durch den Wegfall der
exocyclischen Aminogruppe, die wahrscheinlich mit Asp156 wechselwirkt. In Verbin-
dung 76 weicht im Gegensatz zu 75 der Pyridinonring von einer planaren Geometrie
ab. Durch den Wegfall der Aminogruppe erfu¨llen beide Verbindungen nicht die An-
forderungen des Pharmakophor-Modells. Allerdings wurde fu¨r ein weiteres virtuelles
Screening ein abgewandelter Pharmakophor definiert (Kapitel 3.6.2, Abb. 3.47 auf Sei-
te 121). In diesem Pharmakophor-Modell wird nur eine Wasserstoffbru¨cke zu Asp156
verlangt, dafu¨r aber zusa¨tzliche Wasserstoffbru¨cken zu Ser103 oder Gly104. Auf die
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Wasserstoffbru¨cke zu Leu231 bzw. dem interstitiellen Wassermoleku¨l W1 wurde hin-
gegen verzichtet. Die Verbindungen 75 und 76 erfu¨llen eine Kombination aus beiden
Pharmakophor-Modellen. Sie ko¨nnen potenziell, wie im zweiten Modell verlangt, nur
eine einfache Wasserstoffbru¨cke zu Asp156 eingehen. Wasserstoffbru¨cken zu Ser103 und
Gly104 sind zwar nicht mo¨glich, dafu¨r ko¨nnen aber Wasserstoffbru¨cken zum Wassermo-
leku¨l W1, das den Kontakt zu Leu231 vermittelt, ausgebildet werden. Diese Wechselwir-
kung wird im erst genannten Pharmakophor-Modell gefordert wird. Deshalb ko¨nnten
auch diese beiden Verbindungen TGT-Inhibition darstellen.
Erwartungsgema¨ß besitzt Verbindung (74), die eine gegabelte Wasserstoffbru¨cke zu
Asp156 eingehen kann, die ho¨chste Affinita¨t in dieser Serie. Mit einem Ki-Wert von
19,2 µM liegt ihre Bindungsenergie bereits in einem Bereich, der fu¨r eine weitere Opti-
mierung eine gute Ausgangslage bietet. Der Wegfall einer Wasserstoffbru¨cke zu Asp156
(75) hat aber keinen dramatischen Einfluss auf den Ki-Wert dieser Verbindung. Mit
49 µM ist er nur um den Faktor 2,6 im Vergleich zu jenem von 74 erho¨ht. Auch Ver-
bindung 75 ist deshalb fu¨r eine weitere Optimierung geeignet. Ist der Pyridinonring
durch Hydrierung partiell gefaltet (76), so erho¨ht sich der Ki-Wert weiter auf 84 µM.
Tab. 3.25 Halogen-Derivate der β-Carbolinone fu¨r ”Soaking“-Versuche.
Nr. Verbindung Ki [µM ]
77 46 ± 4
78 28 ± 9
Es wurde versucht, die Verbindungen 74 - 76, das Hydrochlorid von 74 sowie zwei
weitere Derivate, die zusa¨tzlich ein Halogen enthalten (Tab. 3.25), in Z. mobilis TGT-
Kristalle eindiffundieren zu lassen. Diese elektronenreichen Substituenten wurden aus-
gewa¨hlt, um im Falle eines erfolgreichen
”
Soakings“ die Bindungsmoden der Liganden
selbst bei partieller Population noch anhand der angedeuteten Elektronendichte erfolg-
reich interpretieren zu ko¨nnen.
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Leider waren aller
”
Soaking“-Versuche erfolglos. Ho¨chstwahrscheinlich la¨sst sich dies auf
eine zu geringe Wasserlo¨slichkeit der untersuchten β-Carbolinone zuru¨ckfu¨hren. Aller-
dings konnte durch die Halogenierung die Affinita¨t des Grundko¨rpers (76) gesteigert
werden. Der Ki-Wert des Chlor-Derivats (77) liegt mit 46 µM bereits im Bereich des
Ki-Wertes von 75, der des Brom-Derivats (78) mit 28 µM zwischen jenem von 74 und
75.
Da keine Kristallstruktur der Liganden im Komplex mit TGT erhalten werden konn-
te, wurde der Bindungsmodus von 74 basierend auf der Kristallstruktur von TGT·18
(Abb. 3.6 auf Seite 47) mitMoloc [Moloc] modelliert (Abb. 3.52.I). Genau wie 18 kann
74 eine gegabelte Wasserstoffbru¨cke zu Asp156 sowie Wasserstoffbru¨cken zu Gln203,
Gly230 und zum Wassermoleku¨l W1 eingehen. Im angenommenen Bindungsmodus
liegen die Wasserstoffbru¨cken-Donoren von 74 in den mit einer Wasserstoffbru¨cken-
Donor-Sonde (N.3) berechneten
”
Hot Spots“ (Kapitel 5.4.1.2).
Fu¨r die Verbindungen 75 und 76 kann ein analoger Bindungsmodus mit nur einer
Wasserstoffbru¨cke zu Asp156 postuliert werden.
(I) (II)
Abb. 3.52 (I) Modellierter Bindungsmodus von 74. Die Donorgruppen der Verbindung liegen
in fu¨r Wasserstoffbru¨cken-Donoren als gu¨nstig vorhergesagten Bereichen. (Berechnet mit
DrugScore (N.3-Sonde), konturiert auf 80 (gru¨nblau), 84 (blau) und 88 % (violett).) (II)
U¨berlagerung der Kristallstruktur von TGT·18 (gru¨n) und dem modellierten
Bindungsmodus von 74 (orange). Ein Teil der Butylgruppe von 18 ragt in einen
Bereich der Bindetasche, der von 74 nicht adressiert wird.
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Ein plausibler Bindungsmodus, Ki-Werte im zweistelligen mikromolaren Bereich sowie
etablierte Synthesewege von β-Carbolinonen im Arbeitskreis von Prof. Dr. F. Bracher
machen diese Stoffe zu interessanten Ausgangsverbindungen fu¨r eine weitere Optimie-
rung auf TGT-Inhibition.
3.7.1 ß-Carbolinone mit Substituenten in der 7-Position
Eine U¨berlagerung des modellierten Bindungsmodus von 74 und des kristallographisch
bestimmten von 18 in der Bindetasche der Z. mobilis TGT zeigt, dass 18 einen Bereich
in der Bindetasche ausfu¨llt, der durch einen Substituenten in der 7-Position des β-
Carbolinon-Geru¨stes adressiert werden kann (Abb. 3.52.II). Die Butylgruppe von 18
hat die Affinita¨t dieser Verbindung im Vergleich zu 19 (wie 18, aber ohne Butylgruppe)
um mehr als das Doppelte gesteigert (Tab. 3.5 auf Seite 46). Deshalb wurde versucht,
durch geeignete Substituenten in der 7-Position der β-Carbolinon-Grundko¨rper deren
Affinita¨t ebenfalls zu verbessern. Dazu wurde auf bereits in der Gruppe von Prof.
Bracher vorhandene Verbindungen zuru¨ckgegriffen (Tab 3.26).
Tab. 3.26 β-Carbolinone mit Substituenten in der 7-Position.
Nr. Verbindung Ki [µM ]
79 141 ± 30
80 3,8 ± 0,5
Ein Chlor-Substituent in der 7-Position (79) konnte die Affinita¨t nicht steigern. Die
Verbindung 80 mit je einer Methoxygruppe in der 6- und 7-Position brachte hingegen
eine Affinita¨tssteigerung um mehr als Faktor 30 im Vergleich zum unsubstituierten
Grundko¨rper 76. Der Ki-Wert betra¨gt bereits 3,8 µM. Auch von dieser Verbindung
konnte leider keine Ro¨ntgenstruktur erhalten werden. Der modellierte Bindungsmodus
von 80 im Vergleich zum kristallographisch bestimmten von 18 zeigt, dass die Methoxy-
gruppe in der 7-Position vermutlich in denselben Teil der Bindetasche hineinragt, den
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auch die Butylkette von 18 ausfu¨llt (Abb. 3.53). Zusa¨tzlich zu diesem Rest entha¨lt die
Verbindung noch eine zweite Methoxygruppe in der 6-Position. Beide Methoxygruppen
gehen vermutlich keine Wasserstoffbru¨cken zum Protein ein.
Abb. 3.53 U¨berlagerung der Kristallstruktur von TGT·18 (gru¨n) und dem modellier-
ten Bindungsmodus von 80 (gelb). Die Donorgruppen der Verbindung liegen in fu¨r
Wasserstoffbru¨cken-Donoren als gu¨nstig vorhergesagten Bereichen. (Berechnet mit Drug-
Score (N.3-Sonde), konturiert auf 80 (gru¨nblau), 84 (blau) und 88 % (violett).) Die Meth-
oxygruppe in der 7-Position von 80 ragt in einen Bereich der Bindetasche, der auch von
18 adressiert wird.
Um zu untersuchen, welche der beiden Methoxygruppen fu¨r die Affinita¨tssteigerung
verantwortlich ist, wurden die analogen Verbindungen mit jeweils nur einer Methoxy-
gruppe synthetisiert. (Tab. 3.27).
Tab. 3.27 Derivate von 80, die jeweils nur eine Methoxygruppe besitzen.
Nr. Verbindung Ki [µM ]
81 9,8 ± 1,1
82 2,7 ± 0,6
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Beide Verbindungen sind affiner als der Grundko¨rper 76. Der Ki-Wert von Verbindung
81, (Methoxygruppe in 6-Position) ist im Vergleich zu dem von 80 (zwei Methoxy-
gruppen) um das 2,5fache erho¨ht (Ki = 9,8 µM). Der Ki-Wert von Verbindung 82
(Methoxygruppe in 7-Position) ist im Vergleich zu dem von 80 jedoch mit 2,7 µM
leicht erniedrigt.
Sowohl die 6- als auch 7-Position der β-Carbolinone sind demnach geeignet, um die Affi-
nita¨t der Grundko¨rper durch geeignete Substituenten zu steigern. Eine Methoxygruppe
in 7-Position bringt hier eine gro¨ßere Steigerung als in eine in 6-Position.
3.7.2 Vorschla¨ge zur weiteren Optimierung der ß-Carbolinone
Die hier vorgestellten β-Carbolinone bilden vermutlich alle mit dem N3-Stickstoff eine
Wasserstoffbru¨cke zu Asp156 aus (Abb. 3.52.I). Die Grundko¨rper 74 und 75 unterschei-
den sich durch eine exocyclische Aminogruppe, die nur in 74 vorhanden ist. Durch die
zusa¨tzliche zweite Wasserstoffbru¨cke von 74 zu Asp156 du¨rfte die ideale Bindungsgeo-
metrie dieses Liganden fest in der Bindetasche fixiert sein. Dieses Pha¨nomen wurde
bereits bei Liganden des Chinazolin-4-on-Types beobachtet (Kapitel 3.5.6). Dort wur-
de die dem Aromaten direkt benachbarte Aminogruppe von 56 gegen eine u¨ber eine
CH2-Gruppe vom Aromaten abgekoppelte Aminogruppe ersetzt (66, Tab. 3.17 auf
Seite 104). Die erho¨hte Basizita¨t dieser Gruppe in 66 sollte zu einer sta¨rkeren Wasser-
stoffbru¨cke mit Leu231 fu¨hren. Dafu¨r mu¨sste der Ligand aber seine Bindungsgeometrie
in Bezug auf Asp156 leicht a¨ndern. Die Kristallstrukturanalyse von 66 hat gezeigt,
dass dies jedoch nicht der Fall ist. Offensichtlich ist die gegabelte Wasserstoffbru¨cke zu
Asp156 so stark, das ein leichtes Herausdrehen aus der optimalen Lage nicht mo¨glich
ist (Abb. 3.42 auf Seite 111). Die vermutlich weniger starre Fixierung von 75 und 76
ko¨nnte den Vorteil haben, dass eine leichte Vera¨nderung der Bindungsgeometrie, wie
sie durch das Anbringen von Substituenten hervorgerufen werden kann [Gra¨dler et al.,
2001], besser toleriert wird. Dies ko¨nnte den Nachteil aufwiegen, dass die Ki-Wert die-
ser beiden Verbindungen im Vergleich zu dem von 74 erho¨ht sind. Des Weiteren wurde
mit den Verbindung 80 - 82 bereits gezeigt, dass selbst mit dem am wenigsten affinen
Grundko¨rper 76 durch eine Dekoration mit geeigneten Substituenten Affinita¨ten im un-
teren mikromolaren Bereich erreicht werden ko¨nnen. Deshalb sollten zur Optimierung
alle Grundko¨rper weiter verfolgt werden.
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Die Affinita¨t von 76 wurde durch eine Methoxygruppe in 6- und / oder 7-Position
gesteigert (80 - 82), wobei die gro¨ßte Steigerung durch eine Methoxygruppe in 7-
Position erreicht wurde. In diesem Bereich der Bindetasche der TGT befindet sich eine
lipophile Tasche, die von Cys281 und Val282 gebildet wird. Durch eine Verla¨ngerung
der Methoxygruppe zu einer Ethoxy- oder Propoxygruppe kann diese Region noch
besser ausgefu¨llt werden (Abb. 3.54.II).
(I) (II)
Abb. 3.54 Derivate der β-Carbolinone, die mo¨glicherweise eine gesteigerte Affinita¨t im
Vergleich zum Grundko¨rper haben. (I) Die zusa¨tzliche exocyclische Aminogruppe
kann potenziell mit Asp280 bzw. Asp102 wechselwirken. (II) Die Wasserstoffbru¨cken-
Donoren des potenziellen TGT-Inhibitors liegen in als gu¨nstig fu¨r Donoren vorhergesagten
Bereichen. (Berechnet mit DrugScore (N.3-Sonde), konturiert auf 80 (gru¨nblau), 84 (blau)
und 88 % (violett).) Die Propoxygruppe kann zusa¨tzlich die lipophile Tasche, die durch
Cys281 und Val282 gebildet wird, ausfu¨llen.
Eine
”
Hot Spot“-Analyse der Bindetasche zeigt gu¨nstige Wechselwirkungsfelder fu¨r eine
Donor-Sonde im Bereich von Asp102 sowie Asp280 (Abb. 3.52.I). Wie schon bei der
Optimierung der Dihydropyridazinochinolintrione und Pterine versucht (Kapitel 3.4)
sollte auch hier angestrebt werden, diese Bereiche durch geeignete Substituenten zu
adressieren.
Modellierungen mit Moloc [Moloc] und Sybyl [SYBYL] haben ergeben, dass mit
einer Amino- sowie Aminomethyl-Gruppe in der 5- und 6-Position die
”
Hot Spots“ im
Bereich von Asp102 und Asp280 erreicht werden ko¨nnen. Die entsprechenden Verbin-
dungen sind in Abb. 3.54 gezeigt. Die basische Aminomethyl-Gruppe ko¨nnte zusa¨tzlich
den Vorteil haben, dass die Lo¨slichkeiten der Verbindungen in einen fu¨r das
”
Soaking“
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ausreichenden Konzentrationsbereich gelangen ko¨nnten. Dieser Effekt wurde bereits fu¨r
die Aminomethyl-Verbindung 66 (Kapitel 3.5.6) beobachtet.
Durch Methoxygruppen konnte die Affinita¨t von 76 bereits gesteigert werden. Eine
Ethoxy- oder Propoxygruppe in 7-Position ist eventuell noch besser geeignet (s.o.).
Es bietet sich daher an, die Vorschla¨ge aus Abb. 3.54.I mit einer Substitution in 7-
Position zu kombinieren. Ein mo¨glicher Ligand mit dem modellierten Bindungsmodus
ist in Abb. 3.54.II gezeigt.
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4 Zusammenfassung und Ausblick
4.1 Zusammenfassung
In der vorliegenden Arbeit wurde versucht, einen Bindungsassay mit der Z. mobilis
TGT aufzubauen (Kapitel 3.1). Dazu wurden Fluoreszenz- und Oberfla¨chen-Plasmon-
Resonanz-spektroskopische Methoden eingesetzt. In beiden Fa¨llen ist es nicht gelun-
gen, eine Bindung der Liganden an die TGT zu detektieren. Im Falle der Fluoreszenz-
Untersuchungen kann das darauf zuru¨ckgefu¨hrt werden, dass bisher noch kein geeig-
neter fluoreszenzmarkierter Ligand gefunden wurde. Der hier verwendete Fluorophor
Anthranilsa¨ure hat den Vorteil, dass er sehr klein ist und deshalb gut in die Bindetasche
der TGT passt. Allerdings u¨berlappt sein Fluoreszenzspektrum zu stark mit dem des
verwendeten Chinazolinon-Grundko¨rpers, so dass keine Fluoreszenzunterschiede nach
der Bindung gemessen werden konnten. Im Falle der SPR-Untersuchungen konnte ge-
zeigt werden, dass der
”
Linker“ der erforderlich ist, um den Liganden auf einem Chip
zu immobilisieren, keinen großen Einfluss auf die Affinita¨t des Liganden hat. Allerdings
mu¨ssen noch Versuche mit weiteren
”
Linkern“ durchgefu¨hrt werden, um eine Aussage
treffen zu ko¨nnen, ob durch SPR-Untersuchungen mit Guanosin-Derivaten eine TGT-
Bindung messbar ist.
Des Weiteren wurde in einer Mutationsstudie durch Mutation von Tyr106 zu Phe-
nylalanin aus der Bindetasche der Z. mobilis TGT die der S. flexneri TGT erhalten
(Kapitel 3.2). Die kinetische Charakterisierung dieses mutierten Enzyms hat gezeigt,
dass es im Rahmen der Messfehler unvera¨ndert zum Wildtyp-Enzym ist. Die Ro¨ntgen-
strukturanalyse der Y106F-Variante der TGT brachte hervor, dass im Gegensatz zum
Wildtyp-Enzym die Bindetasche in der apo-Struktur geo¨ffnet ist. Dies hat aber keinen
Einfluss auf die fu¨r die Bestimmung der Ki-Werte erforderliche Inkubationszeit.
Daru¨ber hinaus sind in der vorliegenden Arbeit verschiedene Design-Zyklen fu¨r Inhibi-
toren der Z. mobilis TGT beschrieben worden.
Aufbauend auf den Erkenntnissen einer vorangegangenen Studie wurden durch ein vir-
tuelles Screening weitere Inhibitoren des Pyridazindion-Typs gefunden (Kapitel 3.3,
Tab 3.5 auf Seite 46). Die Kristallstrukturanalyse von einem dieser Liganden (18)
im Komplex mit Z. mobilis TGT zeigte, dass in der Bindetasche u¨berraschenderweise
die Peptidbindung zwischen Leu231 und Ala232 umgeklappt ist und ein interstitielles
Wassermoleku¨l nun den Kontakt zwischen Ligand und Protein vermittelt. Die Kennt-
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nis dieses neuen Bindungsmodus zusammen mit der ambivalenten Donor-Akzeptor-
Eigenschaft des Wassermoleku¨ls, eine mo¨gliche Wasserstoffbru¨cke mit einem Liganden
zu bilden, wurde genutzt, um eine strukturbasierte Pharmakophor-Hypothese aufzu-
bauen. Eine Datenbanksuche mit dieser Pharmakophor-Hypothese brachte eine Viel-
zahl potenzieller TGT-Inhibitoren aus verschiedenen Verbindungsklassen hervor. Von
neun dieser Hits wurden Ki-Werte bestimmt (Tab. 3.7 auf Seite 58). Alle Verbindungen
waren im mikromolaren Bereich aktiv, zwei sogar im submikromolaren Bereich. Einige
dieser Verbindung besitzen das Potenzial zur weiteren Optimierung und ko¨nnen somit
als neue Leitstrukturen dienen.
Die Optimierung von zwei dieser Leitstrukturen wurde in Kapitel 3.4 beschrieben.
Bei der Stoffklasse der Dihydropyridazinochinolintrione (Abb. 3.16 auf Seite 64) sind
Probleme bei der Synthese aufgetreten. Fu¨r die Stoffklasse der Pterine konnte eine
geeignete Synthese etabliert werden. Die affinste Verbindung dieser Serie ist im submi-
kromolaren Bereich aktiv (Tab. 3.12 auf Seite 76).
Von Emmanuel Meyer (ETH Zu¨rich) wurden Chinazolinone als TGT-Inhibitoren der
TGT entworfen (Abb. 3.26 auf Seite 82). Diese Liganden wurden ro¨ntgenstruktur-ana-
lytisch im Komplex mit Z. mobilis TGT charakterisiert und ihre Ki-Werte bestimmt
(Kapitel 3.5). Der vorgeschlagene Bindungsmodus des Grundko¨rpers konnte so besta¨-
tigt werden. Bei der ro¨ntgenstruktur-analytischen Charakterisierung der Komplexe ist
aufgefallen, dass die Seitenkette von Asp102 bei bestimmten Liganden bei pH 8,5 und
allen Liganden bei pH 5,5 ihre Konformation im Vergleich zur apo-Struktur a¨ndert
und sich zum Liganden hindreht (Abb. 3.36 auf Seite 100). Dadurch werden zwei Was-
sermoleku¨le aus der Bindetasche verdra¨ngt. Diese Beobachtung war der Anlass, diesen
Bereich der Bindetasche mit einer
”
Hot Spot“-Analyse na¨her zu untersuchen.
Die
”
Hot Spot“-Analyse hat ergeben, dass sich eines der verdra¨ngten Wassermoleku¨le
(W4) an einem kaum zuga¨nglichen Bereich in der Bindetasche befindet (Kapitel 3.6).
Das zweite Wassermoleku¨l (W3) liegt in einem Bereich, der als gu¨nstig fu¨r Wasser-
stoffbru¨cken-Akzeptoren vorhergesagt wird (Abb. 3.45 auf Seite 118). Benachbart zu
diesem Wassermoleku¨l befindet sich ein weiteres (W5), das ebenfalls in einem fu¨r Ak-
zeptoren als gu¨nstig vorhergesagten Bereich liegt. Mit einem virtuellen Screening wurde
nach Verbindungen gesucht, die diese Wassermoleku¨le verdra¨ngen. Sechs Verbindungen
wurden zur Messung der Ki-Werte ausgewa¨hlt (Tab. 3.21 auf Seite 124). Eine Verbin-
dung, die eine Carboxylatgruppe in diese Region der Bindetasche exponiert, war mit ca.
400 µM nur schwach aktiv. Drei Verbindungen, die u¨ber ihre Nitrogruppen Wasserstoff-
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bru¨cken in diesem Bereich ausbilden ko¨nnen, zeigten jedoch Affinita¨ten im zweistelligen
mikromolaren Bereich. Im Rahmen der Tanimoto-A¨hnlichkeitsmatrix sind die gefun-
den Verbindungen als una¨hnlich zu bereits bekannten Inhibitoren zu bezeichnen. Auch
unter diesen Verbindungen befinden sich welche, die als neue Leitstrukturen dienen
ko¨nnen.
Eine weitere neue Verbindungsklasse fu¨r TGT-Inhibitoren wurde in Zusammenarbeit
mit Prof. Dr. F. Bracher (LMU Mu¨nchen) untersucht (Kapitel 3.7). In dieser Ar-
beitsgruppe werden β-Carbolinone auf Grund ihrer antimikrobiellen Wirkung synthe-
tisiert. Einige der Grundko¨rper entsprechen den zuvor in dieser Arbeit aufgestellten
Pharmakophor-Modellen bzw. einer Kombination aus ihnen (Tab. 3.24 auf Seite 131).
Die getesteten Grundko¨rper sind im zweistelligen mikromolaren Bereich aktiv. Durch
Anfu¨gen einer Methoxygruppe konnte der Ki-Wert einer Verbindung um mehr als das
30fache auf 2,7 µM verbessert werden.
Bei den Optimierungsversuchen der in dieser Arbeit vorgestellten Verbindungen konnte
die Affinita¨t der Grundko¨rper durch Reste, die mit der polaren Aminosa¨ure Asp280
wechselwirken sollten, nicht gesteigert werden (35 in Tab. 3.8 auf Seite 66, 40 in
Tab. 3.12 auf Seite 76, 65 in Tab. 3.17 auf Seite 104). Der Grund hierfu¨r ko¨nnte
in ungu¨nstigen Torsionswinkeln liegt, die die Verbindungen einnehmen mu¨ssten, um
mit dieser Aminosa¨ure wechselwirken zu ko¨nnen, in unbefriedigenden Desolvatations-
Beitra¨gen oder daran, dass der pKa-Wert von Asp280 aus mechanistischen Gru¨nden
eventuell erho¨ht ist. Geeigneter fu¨r die Optimierung ist die lipophile Tasche, die aus
Val45, Leu68 und Val282 gebildet wird. In zwei Fa¨llen konnten durch aromatische Res-
te, die vermutlich in diesen Bereich binden, die Affinita¨ten der Grundko¨rper verbessert
werden (49 in Tab. 3.12 auf Seite 76 und 56 in Tab. 3.14 auf Seite 89). Ebenfalls
als gu¨nstig hat sich der Bereich etwas oberhalb davon unter Einbeziehung von Cys281
gezeigt. Ein viel versprechender Ligand, der mit dem ersten hier vorgestellten Scree-
ning gefunden wurde (30 in Tab. 3.7 auf Seite 58), sowie die Methoxygruppen der
β-Carbolinone (80 in Tab. 3.26 auf Seite 134) binden vermutlich dort.
Vor Beginn dieser Arbeit wurde die Bindetasche der Z. mobilis TGT als sehr rigi-
de angesehen. Die einzige bekannte bewegliche Aminosa¨ure war Gln107. Diese ist im
Komplex mit preQ1 im Gegensatz zu Komplexen mit Pyridazindionen zum Liganden
gedreht und geht mit diesem eine wasservermittelte Wasserstoffbru¨cke ein. Durch die
Ro¨ntgenstrukturanalyse weitere Komplexe wurden zusa¨tzliche flexible Bereich gefun-
den. So wird die Seitenkette von Asp102 bei bestimmten Liganden zu diesem rotiert und
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geht mit ihm vermutlich eine ladungsunterstu¨tzte Wasserstoffbru¨cke ein (Abb. 3.36 auf
Seite 100). Es ist anzunehmen, dass eine geeignete Protonierung des Liganden vorliegen
muss, was wiederum auf eine richtige Einstellung der pKa-Werte an dem verwendeten
Moleku¨lbaustein spricht. Durch die Rotation von Asp102 wird das Wasserstoffbru¨cken-
Netzwerk, in das diese Aminosa¨ure zuvor mit Asn70 eingebunden war, gelo¨st. In Folge
der fehlenden Verankerung ist die Seitenkette von Asn70 in diesen Strukturen unge-
ordnet. Die dramatischste ligandinduzierte Vera¨nderung in der Bindetasche der TGT
ist das Umklappen der Peptidbindung zwischen Leu231 und Ala232 (Abb. 3.6 auf
Seite 47). Dadurch wird die Carbonylgruppe von Leu231 aus der Bindetasche her-
ausgedreht, und die NH-Gruppe von Ala232 in die Ligandenbindestelle orientiert. Ein
interstitielles Wassermoleku¨l vermittelt dann den Kontakt zwischen dem Liganden und
der Bindetasche in diesem Bereich.
Interessanterweise nimmt das unkomplexierte Enzym in einer Struktur, die bei pH 5,5
bestimmt wurde, ebenfalls diese Konformation ein. Ein Vergleich mit der Struktur der
archaebakteriellen TGT zeigt eine a¨hnliche Konformation der Hauptkette mit der NH-
Gruppe der Peptidbindung in Ausrichtung auf die Bindetasche (Abb. 3.33 auf Seite 95).
Prokaryontische TGT und archaebakterielle TGT besitzen unterschiedliche Substrats-
pezifizita¨ten, die offensichtlich mit dieser Konformationsa¨nderung in Einklang stehen.
Alle A¨nderungen wa¨ren ohne Kristallstrukturbestimmung nur schwer Vorhersagbar ge-
wesen. Dies unterstreicht die Wichtigkeit der Ro¨ntgenstrukturanalyse fu¨r eine erfolg-
reiches Wirkstoff-Design.
4.2 Ausblick
Um die Bindung neuer Liganden an die Z. mobilis TGT kostengu¨nstiger und einfacher
messen zu ko¨nnen, ist es weiterhin notwendig, ein alternatives Testsystem zu entwickeln.
Auch wenn bisher mit SPR-Untersuchungen keine Bindung gemessen werden konnte,
so ist diese Methode doch viel versprechend. Sie ist schnell, sensitiv und nicht so stark
sto¨ranfa¨llig wie die Fluoreszenzspektroskopie. Durch Immobilisierung von tRNA kann
zu dem eventuell untersucht werden, ob die Liganden eine tRNA-Bindung verhindern.
Das wu¨rde wertvolle Hinweise auf den Enzymmechanismus liefern.
Weiter scheint das Umklappen der Peptidbindung von Leu231 zu Ala232 nach der Bin-
dung bestimmter Liganden sowie bei pH 5,5 in der apo-Struktur in der Substratspezi-
fita¨t eine Rolle zu spielen. Dies geht vermutlich mit einem Wechsel des Protonierungs-
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zustands von Glu235 einher. Durch die Mutation Glu235Gln ko¨nnte dies u¨berpru¨ft
werden.
Die Ro¨ntgenstrukturanalyse von Komplexen aus Z. mobilis TGT und Liganden hat
gezeigt, dass sich die Seitenkette von Asp102 bei pH 5,5 zu Liganden des Chinazolinon-
Typs dreht und, unter der Annahme, dass der Ligand unter diesen Bedingungen proto-
niert vorliegt, eine ladungsunterstu¨tzte Wasserstoffbru¨cke zu ihm ausbildet. Mit einem
virtuellen Screening ko¨nnte nun nach Liganden gesucht werden, die unter physiologi-
schen Bedingungen eine geladene Gruppe in diesen Bereich exponieren, so dass Salz-
bru¨cken zu Asp102 und dem sich in der Na¨he befindenden Asp159 ausgebildet werden
ko¨nnen.
Auch bei der Optimierung der Leitstrukturen sollte versucht werden, die Carboxylat-
gruppe von Asp102 in einer der beiden bekannten Konformationen zu adressieren. Ein
geeignetes Grundgeru¨st dafu¨r ist β-Carbolinon. Entsprechende Vorschla¨ge sind in Ka-
pitel 3.7 gezeigt.
Des Weiteren sollte die viel versprechende Subtasche, die aus Val45, Leu68, Val282 und
Cys281 gebildet wird, weiter abgetastet werden.
Bei der Optimierung der Liganden muss beru¨cksichtigt werden, dass durch funktionelle
Gruppen die Lo¨slichkeit der Liganden ebenfalls verbessert wird. Bei geeigneter Lo¨s-
lichkeit und Aktivita¨t ko¨nnen die Liganden dann in einem in vivo-Assay an Shigellen
getestet werden.
Dies alles zusammengenommen kann dazu fu¨hren, dem Ziel, ein potentes Antibiotika
gegen die Shigellenruhr zu entwickeln, na¨her zu kommen.
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5 Material und Methoden
5.1 Chemikalien, Enzyme und Sa¨ulenmaterialien
Soweit nicht anders angegeben, wurden Chemikalien und Biochemikalien von den Fir-
men Sigma-Aldrich (Seelze), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe) und Serva (Heidel-
berg) bezogen. Komplexmedienbestandteile und Agar stammten von Difco (Augsburg).
Restriktionsendonukleasen wurden von New England Biolabs (Frankfurt), Protease-
Inhibitor-Cocktail, Pyrophosphatase, dNTPs und NTPs von Roche Diagnostics (Mann-
heim) geliefert. Die verwendeten Sa¨ulenmaterialien (Q-Sepharose, Phenyl-Sepharose,
SOURCE 15 Q) stammte von Amersham Pharmacia Biosciences (Uppsala, Schweden).
Radioaktiv markiertes [8-3H]-Guaninhydrochlorid (0.5 mCi/ml) wurde von der Hart-
mann Analytic GmbH (Braunschweig) bezogen.
5.2 Biochemische Methoden
5.2.1 Medien
Die verwendeten Medien wurden autoklaviert (30 min, 121 °C, 1,3 bar). Zur Herstellung
von festen Na¨hrbo¨den wurde dem Medium 1,5 % (w/v) Agar zugegeben.
LB-Medium: 1,0 % (w/v) Bacto-Trypton, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt,
0.5 % (w/v) NaCl
Antibiotika-Stammlo¨sungen wurden mit einem Filter von 0,2 µm Porengro¨ße sterilfil-
triert. Die verwendeten Antibiotika-Konzentrationen fu¨r Medien und Agar waren:
Ampicillin (Amp): 100 µg/ml in aqua bidest.
Chloramphenicol (Cm): 10 µg/ml in Ethanol
Kanamycin (Km): 50 µg/ml in aqua bidest.
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5.2.2 Bakteriensta¨mme und Plasmide
Die in dieser Arbeit verwendeten Sta¨mme sind in Tab. 5.1, die verwendeten Plasmide
in Tab. 5.2 aufgefu¨hrt.
Tab. 5.1 In dieser Arbeit verwendete Bakteriensta¨mme.
Stamm
(E. coli)
Beschreibung Herkunft
XL2-blue (mcrA)183(mcrB-hsdSMR-mrr)173
endA1 supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1
lac[F’proAB laqIqZ∆M15 Tn5(Kmr)]
Stratagene
(Heidelberg)
BL21(DE3)
pLysS
F− dcm ompT hsdS(rB−mB−)galλ(DE3)
[pLys Kmr]
Stratagene
(Heidelberg)
BL21/
pAR1219
F− dcm ompT−
hsdS(rB
−mB−)galλ(DE3)
[Davanloo et al.,
1984]
Tab. 5.2 In dieser Arbeit verwendete Plasmide.
Plasmid Beschreibung Herkunft
pET9d-ZM4 Cmr, Kmr; ColEI-origin, tac-Promotor,
kodiert fu¨r laqIqmalE lacZα; entha¨lt tgt
als 1,3 kb BamHI/NcoI-Fragment in
pET9d
[Reuter &
Ficner, 1995]
pET9d-ZM4-
Y106F
Cmr, Kmr; Tyr-106-Phe Mutante der
TGT
diese Arbeit
pAR1219 Ampr; lacI- und lacUV5- Promotor,
entha¨lt T7 RNA Polymerase als 4,44 kb
Fragment in pBR322
[Davanloo et al.,
1984]
ptRNA2 Ampr; entha¨lt T7-Promotor und E. coli
tRNATyr als BstNI-Fragment in pTZ18U
[Curnow et al.,
1993]
Zur Stammhaltung wurden Glycerinkulturen angelegt und bei -80 °C gelagert.
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5.2.3 Gehaltsbestimmung von Lo¨sungen biologischer
Polymere
Die Konzentrationsbestimmung der biologischen Polymere erfolgte photometrisch in
wa¨ssriger Lo¨sung. Das Absorptionsmaximum von DNA liegt bei 260 nm, das von Pro-
teinen bei 280 nm.
5.2.3.1 Gehaltsbestimmung von DNA-Lo¨sungen
Die DNA-Konzentration wurde nach der empirischen Formel fu¨r doppelstra¨ngige DNA
µg DNA/ml = A260 × 50 µg/ml × V erdu¨nnungsfaktor (5.1)
berechnet.
Die Reinheit wurde anhand des Quotienten A260/A280 abgescha¨tzt. Bei einem Wert von
1,8 - 2,0 betra¨gt die Reinheit der DNA 70 - 95 % [Sambrook et al., 1989].
5.2.3.2 Gehaltsbestimmung von E. coli tRNATyr-Lo¨sungen
Der Gehalt von E. coli tRNATyr (ECY2) -Lo¨sungen wurde bei 260 nm photometrisch
nach folgender Formel bestimmt: 1 µM tRNATyr ≡ 0,703 A260 [Curnow et al., 1993].
Die Reinheit wurde anhand des Quotienten A260/A280 abgescha¨tzt. Bei einem Wert von
1,8 - 2,0 betra¨gt die Reinheit der tRNA > 90 % [Sambrook et al., 1989].
5.2.3.3 Gehaltsbestimmung von Protein-Lo¨sungen
Die Gehaltsbestimmung von Protein-Lo¨sungen erfolgte photometrisch bei 280 nm.
Der Absorptionskoeffizient fu¨r TGT wurde aus der Aminosa¨uresequenz der Z. mobilis
TGT (Wildtyp bzw. Mutante) berechnet [Cantor & Schimmel, 1980]:
1 mg/ml (23,4 µM) Z. mobilis TGT (w.t.) ≡ 0,778 A280
1 mg/ml (23,4 µM) Z. mobilis TGT (Y106F) ≡ 0,745 A280.
Der Absorptionskoeffizient der T7 RNA Polymerase wurde der Arbeit von King et al.
[1986] entnommen (280 = 0,14 × cm−1 × µM−1).
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5.2.4 Klonierungstechniken
Lo¨sungen, Reaktionsgefa¨ße und Gebrauchsmaterial fu¨r den Umgang mit Nukleinsa¨uren
wurden, soweit mo¨glich, autoklaviert (30 min, 121 °C, 1,3 bar), um eventuell vorhan-
dene Nukleasen zu inaktivieren. Glasgera¨te wurden durch trockene Hitze (4 h, 180 °C)
sterilisiert.
5.2.4.1 Ortsspezifische Mutagenese mittels PCR
Die gezielte Einfu¨hrung von Mutationen in DNA-Sequenzen erfolgte mit Hilfe der
Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR, [Saiki et al., 1988])
mit dem QuickChangeTM Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene) nach dem
beigefu¨gten Protokoll. Dabei wird die zu mutierende DNA in wiederholten Zyklen zu-
na¨chst durch Hitzedenaturierung in Einzelstrang-DNA (ss-DNA) u¨berfu¨hrt. An die-
ser ss-DNA wird durch komplementa¨re Anlagerung der synthetischen Mutantenprimer
(MWG-Biotech, Ebersberg) die DNA-Replikation mittels der hitzestabilen PfuTurboTM
DNA-Polymerase initiert. Der neu synthetisierte DNA-Strang kodiert nun fu¨r das mu-
tierte Gen und wird in mehreren Zyklen amplifiziert. Der unmutierte methylierte Aus-
gangsstrang wird anschließend mit der Endonuklease DpnI verdaut.
Die PCR-Reaktionen wurden in einem Volumen von 50 µL angesetzt, bestehend aus: 5 -
50 ng DNA-Templat, 1 µL dNTPs (10 mM), je 125 ng der reverse- und forward-primer
(Tab. 5.3), 5 µL 10x-Puffer und 1 µL PfuTurboTM DNA-Polymerase (2,5 U/µL).
Die Amplifikation erfolgte in einem Thermocycler nach folgendem Protokoll:
30 sec 95 °C, 20 Zyklen [30 sec 95 °C, 60 sec 55 °C], 15 min 68 °C.
Tab. 5.3 In dieser Arbeit verwendete PCR-Primer zur ortsspezifischen Mutagenese. Die
eingefu¨hrte Mutation ist unterstrichen.
Bezeichnung Sequenz
Y106F-s
5’-G ACG GAT AGC GGC GGG TTC CAG GTG
ATG AGC CTA TC-3’
Y106F-a
5’-GA TAG GCT CAT CAC CTG GAA CCC GCC
GCT ATC CGT C-3’
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5.2.4.2 Transformation
Zur Transformation wurden 100 µL kompetente Zellen (Tab. 5.1) mit 200 µL anti-
biotikafreiem LB-Medium versetzt und mit 5 ng DNA 30 min auf Eis inkubiert. An-
schließend wurden die Zellen fu¨r 35 sec bei 42 °C einem Hitzeschock unterzogen und 2
min auf Eis abgeku¨hlt. Nach einer Inkubation von 1 h bei 37 °C unter Schu¨tteln (250
U/min) wurden Selektions-Agar-Platten mit bis zu 200 µL dieses Ansatzes beimpft
und bei 37 °C u¨ber Nacht bebru¨tet.
5.2.4.3 Plasmid Mini-Pra¨paration
Die Plasmid-Pra¨paration erfolgte mit dem QIAprep Miniprep Kit (QIAGEN, Hil-
den) nach dem beigefu¨gtem Protokoll. Dabei wurden die Zellen zuna¨chst einer al-
kalischen Lyse unterworfen und anschließend in einem Schritt neutralisiert und zu
Hochsalz-Bindungs-Bedingungen gebracht. Denaturierte und ausgefallene Zellbestand-
teile wurden abzentrifugiert. Der U¨berstand wurde auf eine Anionenaustauscher-Sa¨ule
aufgetragen, wobei durch entsprechende Puffer die Bedingungen so eingestellt wurden,
dass nur Plasmid-DNA binden konnte. Nach einem Waschschritt zur Entsalzung wurde
die DNA mit Wasser eluiert.
5.2.4.4 Sequenzierung
Der Erfolg der Mutation wurde mittels DNA-Sequenzierung u¨berpru¨ft. Die Sequenzie-
rung wurde von MWG (MWG Biotech AG, Ebersberg) durchgefu¨hrt.
5.2.5 Pra¨paration der Z. mobilis TGT
Zellanzucht, U¨berexpression, Herstellung des Rohextraktes sowie Aufreinigung der
TGT erfolgten nach der von Romier beschriebene Methode [Romier et al., 1996a]. Zur
Erho¨hung der Ausbeute wurde zusa¨tzlich eine Ammoniumsulfat-Fa¨llung durchgefu¨hrt.
Folgende Puffer wurden verwendet:
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Protein-Extraktions-
Puffer:
20 mM Tris (pH 7,8), 10 mM EDTA, 1 mM DTT, auf
50 ml 1 Tablette CompleteTM (Protease-Inhibitor-
Cocktail)
Puffer A: 10 mM Tris-HCl, pH 7,8, 1 mM EDTA, 1mM DTT
Puffer B: Puffer A + 1 M NaCl
Puffer C: Puffer A + 1 M (NH4)2SO4
Hochsalz-Puffer: 10 mM Tris-HCl, pH 7,8, 1 mM EDTA, 1 mM DTT,
2 M NaCl, 0,01 % (w/v) Natriumazid
5.2.5.1 Zellanzucht und U¨berexpression der Z. mobilis TGT in E. coli
Zuna¨chst wurde eine Vorkultur der E. coli BL21(DE3)/pLysS-Sta¨mme mit dem ent-
sprechenden U¨berexpressionsplasmid (Tab. 5.1 und 5.2) in 100 ml LB-Medium mit Ka-
namycin und Chloramphenicol (Kapitel 5.2.1) bei 37 °C u¨ber Nacht angezogen. Nach
Verdu¨nnung der Vorkultur (1:1000) im gleichen Medium wurde die Hauptkultur bei 14
°C unter Schu¨tteln (250 U/min) wachsen gelassen. Bei OD600 = 0,6 - 0,8 wurde mit
IPTG in einer Endkonzentration von 1,0 mM die U¨berexpression induziert. Nach wei-
teren 24 h wurden die Zellen durch Zentrifugation (20 min, JA-10-Rotor, 4.000 U/min,
4 °C) geerntet. Die Zellen wurden bei -20 °C gelagert.
5.2.5.2 Herstellung eines Rohextraktes
Nach der U¨berexpression wurden die Zellpellets (Kapitel 5.2.5.1) in 50 ml Protein-
Extraktions-Puffer resuspendiert. Anschließend wurden die Zellen durch Ultraschall-
behandlung (Branson Sonifier 250, dreimal 2 min, Einstellungen: duty cycle 70
%, output control 5) auf Eis aufgeschlossen. Die unlo¨slichen Zellbestandteile wurden
durch Zentrifugation mit 25.000 U/min (zweimal 45 min, JA-25.50-Rotor, 4 °C) abge-
trennt und verworfen. Der U¨berstand der letzten Zentrifugation wurde mit flu¨ssigem
Stickstoff schockgefroren und bei -20 °C aufbewahrt.
5.2.5.3 Ammoniumsulfat-Fa¨llung
In Abwandlung zum Protokoll von Romier et al. [1996a] wurde zur Erho¨hung der Aus-
beute eine Ammoniumsulfat-Fa¨llung durchgefu¨hrt. Dazu wurde dem Rohextrakt (Ka-
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pitel 5.2.5.2) gesa¨ttigte Ammoniumsulfat-Lo¨sung bis zu einer Endkonzentration von
80 % zugetropft und anschließend 30 min auf Eis geru¨hrt. Die erhaltene Suspension
wurde mit 25.000 U/min (30 min, JA-25.50-Rotor, 4 °C) abzentrifugiert. Der U¨ber-
stand wurde verworfen. Das Pellet wurde in 50 ml Protein-Extraktions-Puffer (ohne
CompleteTM) resuspendiert und u¨ber Nacht gegen 5 l Puffer A, der zusa¨tzlich 0,01 %
(w/v) Natriumazid enthielt, bei 4 °C im Dialyseschlauch (
”
cutoff“ 10.000 Da) dialysiert.
5.2.5.4 Aufreinigung der TGT mittels Sa¨ulenchromatographie
Die Reinigung der Z. mobilis TGT erfolgte in zwei sa¨ulenchromatographischen Schrit-
ten (Q-Sepharose und Phenyl-Sepharose) sowie einer anschließenden pra¨parativen Kris-
tallisation durch Dialyse. Fu¨r die Sa¨ulenchromatographie wurde eine FPLC-Anlage
(A¨KTA FPLC, Amersham Pharmacia Biosciences) verwendet.
Das Dialyseprodukt der Ammoniumsulfatfa¨llung (Kapitel 5.2.5.3) wurde im ersten
Schritt auf eine mit zwei Sa¨ulenvolumen Puffer A a¨quilibrierte Anionenaustauscher-
Sa¨ule (Q-Sepharose, XK26, 2,6 x 20 cm) aufgetragen. Nach Waschen mit einem Sa¨u-
lenvolumen Puffer A erfolgte die Elution der TGT mit einem linearen NaCl-Gradienten
von 0 bis 1 M (Puffer B) bei etwa 300 mM NaCl (Flussrate 4 ml/min). Die TGT-
haltigen Fraktionen wurden durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese identifiziert,
vereinigt und mit Ammoniumsulfat bis zu einer Endkonzentration von 1 M versetzt.
Diese Lo¨sung wurde fu¨r den zweiten chromatographischen Trennschritt auf eine hydro-
phobe Sa¨ule (Phenyl-Sepahrose, XK 16, 1,6 x 10 cm) aufgetragen. Diese wurde zuvor
mit zwei Sa¨ulenvolumen Puffer C a¨uqilibriert. Gewaschen wurde mit einem Sa¨ulenvolu-
men Puffer C. Die Elution der TGT erfolgte mit einem linearen (NH4)2SO4-Gradienten
von 1 bis 0 M (Puffer A) bei etwa 500 mM (NH4)2SO4 (Flussrate 2 ml/min). Nach
einer SDS-Page wurden die TGT-haltigen Fraktionen vereinigt und auf eine Protein-
konzentration von etwa 3 mg/ml (Kapitel 5.2.3.3) mit Centriplus YM 30 (Millipore,
Schwalbach) eingeengt.
Der letzte Reinigungschritt erfolgte durch pra¨parative Kristallisation nach Dialyse.
Dazu wurde die ankonzentrierte Proteinlo¨sung in 15-ml Dialyse-Kassetten (Slide-A-
LyzerTM , Pierce, Niederlande) gefu¨llt und bei 4 °C u¨ber Nacht gegen 5 l Puffer A, der
zusa¨tzlich 0,01 % (w/v) Natriumazid enthielt, dialysiert.
Die nach der Dialyse ausgefallenen Mikrokristalle wurden abzentrifugiert (5.000 U/min,
4 °C, 20 min) und durch Lo¨sen im Hochsalz-Puffer auf die gewu¨nschte Konzentrati-
on (Kapitel 5.2.3.3) gebracht. Fu¨r Kristallisationsexperimente (Kapitel 5.3.1) wurden
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Proteinlo¨sungen mit einer Konzentration von 12 - 18 mg/ml angesetzt, fu¨r den Enzym-
assay (Kapitel 5.2.8) von 4 mg/ml. Die Lo¨sungen wurden portioniert (je 30 µL fu¨r die
Kristallisation, je 5 µL fu¨r den Enzymassay) in flu¨ssigem Stickstoff schockgefroren und
bei -20 °C aufbewahrt.
Die Ausbeuten der Proteinreinigung betrugen etwa 9 mg Z. mobilis TGT (Wildtyp
bzw. Mutante) aus 1 l E. coli -Kultur.
5.2.6 Pra¨paration der T7 RNA Polymerase
Expression und Aufreinigung der T7 RNA Polymerase erfolgte nach einem Protokoll
von Grodberg & Dunn [1988].
Folgende Puffer wurden verwendet:
Tris-Puffer: 50 mM Tris (pH 8,1), 20 mM NaCl, 2 mM EDTA, 1
mM DTT
PEDG: 20 mM PO4
3− (pH 7,5) (2,78 g/l K2HPO4, 0,54 g/l
KH2PO4, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 5 % Glycerol
Puffer D: PEDG + 100 µM PMSF + 50 mM NaCl
Puffer E: Puffer D + 1 M NaCl
5.2.6.1 Zellanzucht und U¨berexpression der T7 RNA Polymerase in
E. coli
Zuna¨chst wurde eine Vorkultur von E. coli BL21/pAR1219 Zellen (Tab. 5.1 und 5.2) in
3 ml LB-Medium mit Ampicillin (Kapitel 5.2.1) bei 37 °C u¨ber Nacht angezogen. Mit
je 1 ml Vorkultur wurden zweimal 500 ml Hauptkultur angeimpft und bei 37 °C unter
Schu¨tteln (250 U/min) wachsen gelassen. Bei OD600 = 0,6 - 0, 8 wurde mit IPTG
in einer Endkonzentration von 1,0 mM die U¨berexpression induziert. Nach weiteren
3 h wurden die Zellen durch Zentrifugation (4.000 U/min, JA-10-Rotor, 4 °C, 15 min)
geerntet.
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5.2.6.2 T7 RNA Polymerase Extraktion
Die Zellen, die die u¨berexprimierte T7 RNA Polymerase enthalten, (Kapitel 5.2.6.1)
wurden mit 100 ml Tris-Puffer gewaschen und abzentrifugiert (4.000 U/min, JA-10-
Rotor, 4 °C, 15 min). Der U¨berstand wurde verworfen. Das Pellet wurde in 25 ml
Tris-Puffer resuspendiert und mit weiteren 6 ml Tris-Puffer, der zusa¨tzlich 9 mg Lyso-
zym enthielt, versetzt. Die Suspension wurde auf Eis 20 min inkubiert. Nach Zugabe
von 2,5 ml 0,8 %iger Natriumdesoxycholat-Lo¨sung wurde weitere 20 min inkubiert. Die
Zellen wurden mittels Ultraschall (Branson Sonifier 250, dreimal 2 min, Einstellun-
gen: duty cycle 70 %, output control 5) aufgeschlossen, mit 5 ml 10 %iger Polymin
P Lo¨sung (pH 8,0) und 5 ml 2 M Ammoniumsulfat-Lo¨sung versetzt und 20 min auf
Eis geru¨hrt. Anschließend wurde 60 min mit 25.000 U/min (4 °C, JA-25.50-Rotor)
zentrifugiert. Das Pellet wurde verworfen.
5.2.6.3 Reinigung der T7 RNA Polymerase
Als erster Reinigungschritt wurde eine Ammoniumsulfat-Fa¨llung durchgefu¨hrt. Dazu
wurde dem Rohextrakt (Kapitel 5.2.6.2) unter Ru¨hren auf Eis gesa¨ttigte Ammonium-
sulfat-Lo¨sung bis zu einer Endkonzentration von 40 % zugetropft. Nach 20-minu¨tigem
Ru¨hren auf Eis wurde 15 min zentrifugiert (25.500 U/min, JA-25.50-Rotor, 4 °C). Der
U¨berstand wurde verworfen. Um das Ammoniumsulfat zu entfernen, wurde das Pellet
in 50 ml Puffer D gelo¨st und u¨ber Nacht gegen 5 l Puffer D bei 4 °C dialysiert.
Die entsalzte Lo¨sung wurde sterilfiltriert und auf eine mit Puffer D a¨quilibrierte Anio-
nenaustauscher Sa¨ule (Q-Sepharose, XK26, 2,6 x 20 cm) aufgetragen. Nach Waschen
mit einem Sa¨ulenvolumen Puffer D wurde das Protein mit einem linearen Gradienten
von 0 bis 1 M NaCl eluiert (Flussrate 4 ml / min). Die Elution erfolgte bei ca. 35
% Puffer E. Die Fraktionen, die T7 RNA Polymerase enthalten wurden mit SDS-Page
identifiziert (∼100 kDa Bande), vereinigt und mit Centriplus YM 50 (Millipore, Schwal-
bach) auf einen Gehalt von ca. 6 µM ankonzentriert (Kapitel 5.2.3.3). Die Proteinlo¨sung
wurde in flu¨ssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.
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5.2.7 Pra¨paration und Reinigung von nicht modifizierter E.
coli tRNATyr
Die Pra¨paration von nicht modifizierter E. coli tRNATyr (ECY2) erfolgte nach einem
Protokoll von Curnow et al. [1993]. Folgende Puffer wurden verwendet:
NaAc-Puffer: 3 M NaAc, pH 5,3
Puffer F: 10 mM HEPES (pH 7,3)
Puffer G: Puffer F + 2 M NaCl
10x Tx: 400 mM Tris-HCl (pH 8,0), 200 mM MgCl2, 50 mM
DTT, 10 mM Spermidine
HEPES-Mg-Puffer: 10 mM HEPES (pH 7,3), 1 mM MgCl2
5.2.7.1 Ethanol-Fa¨llung
Im Verlauf der Pra¨paration von ECY2 musste mehrfach DNA und tRNA ausgefa¨llt
werden. Dazu wurde die Nukleinsa¨ure-haltige Lo¨sung mit 0,1 VT NaAc-Puffer und 2 -
2,5 VT Ethanol p.a. versetzt und u¨ber Nacht bei -20 °C aufbewahrt.
5.2.7.2 Plasmid-Pra¨paration und Reinigung
Zwei Liter Ampicillin-haltiges LB-Medium (Kapitel 5.2.1) wurden mit E. coli ptRNA2-
/XL2-blue Zellen (Tab. 5.1 und 5.2) angeimpft und fu¨r 19 h bei 37 °C inkubiert. Durch
Zentrifugation (4.000 U/min, JA-10-Rotor, 4 °C, 15 min) wurden die Zellen geerntet.
Das Plasmid wurde mit einem QIAGEN Plasmid Mega Kit (QIAGEN, Hilden)
nach dem beigefu¨gtem Protokoll isoliert und aufgereinigt. In Abwandlung des Proto-
kolls wurde das Plasmid mit Ethanol ausgefa¨llt (Kapitel 5.2.7.1). Das Plasmid wurde
abzentrifugiert (10.000 U/min, JA-10-Rotor, 4 °C, 30 min), in 10 ml Wasser gelo¨st
und nochmals mit Ethanol ausgefa¨llt. Nach abermaliger Zentrifugation (15.000 U/min,
JA-25.50-Roter, 4 °C, 30 min) wurde der U¨berstand entfernt. Das Pellet wurde min-
destens 15 min an der Luft getrocknet, um restlichen Ethanol vollsta¨ndig zu entfernen.
Das Plasmid wurde in Wasser gelo¨st und der Gehalt und die Reinheit photometrisch
bestimmt (Kapitel 5.2.3.1). Der Gehalt wurde auf 1 mg/ml eingestellt.
Eine typische Ausbeute betra¨gt 0,6 mg gereinigtes Plasmid aus 500 ml Kultur.
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5.2.7.3 Restriktionsverdau von ptRNA2 mit BstN I
Das gereinigte ptRNA2-Plasmid (Kapitel 5.2.7.2) wurde mit der Endonuklease BstN I
verdaut, um das DNA-Fragment zu enthalten, dass die T7 RNA Polymerase Bindestelle
sowie die Sequenz, die fu¨r die tRNATyr kodiert, entha¨lt.
Dazu wurden
 250 µL Templat-DNA (1 mg/ml),
 5 µL BstN I (10.000 U/ml, New England Biolabs),
 50 µL Puffer #2 (New England Biolabs),
 5 µL BSA (100 µg/ml, New England Biolabs) und
 250 µL Wasser
u¨ber Nacht bei 60 °C im Wasserbad inkubiert. Anschließend wurde eine Chloroform-
Extraktion durchgefu¨hrt. Zuna¨chst wurde der Ansatz mit 1 VT Roti-Phenol und 1 VT
24:1 Chloroform:Isoamylalkohol extrahiert. Die organische Phase wurde verworfen.
Die wa¨ssrige Phase wurde erneut mit 1 VT 24:1 Chloroform:Isoamylalkohol extra-
hiert. Um die anschließende Transkription nicht zu sto¨ren, wurde darauf geachtet, dass
das Chloroform:Isoamylalkohol-Gemisch vollsta¨ndig entfernt wurde. Mit der wa¨ssrigen
Phase wurde eine Ethanol-Fa¨llung durchgefu¨hrt (Kapitel 5.2.7.1). Das durch Zentrifu-
gation (15.000 U/min, JA-25.50-Rotor, 30 min, 15 °C) erhaltende DNA-Pellet wurde
mindestens 15 min an der Luft getrocknet, um restlichen Ethanol vollsta¨ndig zu entfer-
nen. Die DNA wurde in Wasser gelo¨st und eine Konzentration von 0,6 mg/ml eingestellt
(Kapitel 5.2.3.1).
5.2.7.4 In vitro-Transkription von ECY2
Fu¨r die in vitro-Transkription von ECY2 wurden
 600 µL 10x Tx-Buffer,
 1000 µL BstN I verdautes Plasmid (1 mg/ml),
 240 µL ATP (100 mM),
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 240 µL CTP (100 mM),
 240 µL UTP (100 mM),
 240 µL GTP (100 mM),
 25 µL anorganische PPase (Roche Diagnostics),
 5 µL RNAse-Inhibitor (10 - 50 × 103 U/ml, Roche Diagnostics),
 30 µL T7 RNA Polymerase (15 µM, Kapitel 5.2.6) und
 250 µL Wasser
gemischt und 5 - 7 h im Wasserbad bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurde eine
Chloroform-Extraktion durchgefu¨hrt. Dazu wurde der Ansatz zuna¨chst mit 1 VT
Roti-Phenol und 1 VT 24:1 Chloroform:Isoamylalkohol extrahiert. Die organische
Phase wurde verworfen. Die wa¨ssrige Phase wurde erneut mit 1 VT 24:1 Chlo-
roform:Isoamylalkohol extrahiert. Anschließend wurde die transkribierte tRNA mit
Ethanol (Kapitel 5.2.7.1) ausgefa¨llt.
5.2.7.5 Reinigung der ECY2
Die transkribierte tRNA (Kapitel 5.2.7.4) wurde mit einer Anionenaustauschersa¨ule
(SOURCE 15Q, HR 10/10) chromatographisch gereinigt. Dazu wurde die tRNA zu-
na¨chst in Puffer F gelo¨st. Nach Auftragen auf die Sa¨ule und Waschen mit einem Sa¨ulen-
volumen Puffer F wurde die tRNA mit einem linearen Gradienten von 0 bis 2 M NaCl
(Puffer G) eluiert (Flussrate 1,5 ml / min). Die Elution erfolgte bei etwa 22 % Puf-
fer G. Die Fraktionen, die die tRNA erhielten, wurden vereinigt. Die gereinigte tRNA
wurde mit Ethanol ausgefa¨llt (Kapitel 5.2.7.1) und abzentrifugiert (10.000 U/min, JA-
10-Rotor, 4 °C, 1 h). Das Pellet wurde in 10 ml Wasser gelo¨st, nochmals mit Ethanol
ausgefa¨llt und anschließend abzentrifugiert (15.000 U/min, JA-25.50-Rotor, 4 °C, 1 h).
5.2.7.6 Monomerisierung der ECY2
Zur Monomerisierung wurde das nach der Reinigung der tRNA erhaltende Pellet (Ka-
pitel 5.2.7.5) mindestens 15 min an der Luft getrocknet, um u¨berschu¨ssiges Ethanol zu
entfernen. Anschließend wurde das Pellet in Puffer F gelo¨st, wobei eine Konzentration
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von kleiner als 20 µM ECY2 eingestellt wurde (Kapitel 5.2.3.2). Die tRNA wurde in ein
Wasserbad mit Raumtemperatur gestellt und in etwa 45 min auf 70 °C erwa¨rmt. Bei
dieser Temperatur wurde die tRNA 30 min inkubiert. Nach Zugabe von MgCl2 zu einer
Endkonzentration von 1 mM wurde die tRNA 2 h auf Eis geku¨hlt und anschließend
mit Ethanol ausgefa¨llt (Kapitel 5.2.7.1). Nach Abzentrifugation des Pellets (15.000
U/min, JA-25.50-Rotor, 4 °C, 30 min) wurde dieses in HEPES-Mg-Puffer gelo¨st, so
dass eine Konzentration von ca. 200 µM eingestellt wurde. Die Reinheit wurde mit-
tels Gelelektrophorese und durch Bestimmung des Verha¨ltnisses A260/A280 u¨berpru¨ft
(A260/A280(ECY2) = 2). Die tRNA wurde bei -20 °C gelagert.
5.2.8 Enzymassay der Z. mobilis TGT
Sowohl fu¨r die Bestimmung der kinetischen Parameter als auch fu¨r die Bestimmung
der Inhibitionskonstanten wurde der folgende Puffer verwendet:
Reaktionspuffer: 100 mM HEPES (pH 7,3), 20 mM MgCl2
5.2.8.1 Bestimmung der kinetischen Parameter
Der Enzymassay der TGT beruht auf der Eigenschaft des Enzyms, das G34 in der
Antikodon-Schleife bestimmter tRNAs gegen freies Guanin aus dem Reaktionsansatz
auszutauschen [Okada & Nishimura, 1979]. Verwendet man als freies Guanin radioak-
tiv markiertes Guanin (z. B. [8-3H]-Guanin), wird durch den Einbau dieser Base in
die tRNA diese radioaktiv markiert. Die kinetischen Parameter ko¨nnen dann aus der
Zunahme der Radioaktivita¨t der tRNA gegen die Zeit bestimmt werden [Curnow et al.,
1993]. Als tRNA wurde unmodifizierte E. coli tRNATyr (ECY2, Kapitel 5.2.7) einge-
setzt. Diese wurde in einem 38 µL Ansatz bestehend aus ECY2 und [8-3H]-Guanin
im Reaktionspuffer bei 37 °C inkubiert. Die erforderlichen Konzentrationen sind ab-
ha¨ngig von den Km-Werten von tRNA und Guanin. Zur Bestimmung der kinetischen
Parameter der Y106F-Mutanten (Kapitel 3.2) betrug die Konzentration des variabel
gehaltenen Substrats jeweils 0 - 15 µM und die des zweiten Reaktionspartners 20 µM.
Durch Zugabe von TGT in 38 µL Reaktionspuffer wurde die Reaktion gestartet. Die
Endkonzentration von TGT betrug 150 nM.
Dem Reaktionsansatz wurden in 1 min-Intervallen innerhalb von 5 min nach Zugabe des
Enzyms 15 µL-Aliquots entnommen und auf GF/C-Filterpla¨ttchen (Whatman) pipet-
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tiert. Zur vollsta¨ndigen Fa¨llung der tRNA wurden die Filterpla¨ttchen sofort in eiskalte
10 %ige (w/v) Trichloressigsa¨urelo¨sung (TCA) gebracht und darin fu¨r 30 min inkubiert.
Nach jeweils zweimaligem Waschen fu¨r 20 min mit 5 %iger (w/v) TCA und Ethanol
wurden die Filterpla¨ttchen 30 min bei 60 °C getrocknet. Die experimentelle Za¨hlrate
der Radioaktivita¨t (cpm, counts per minute) wurde durch Flu¨ssigszintillations-Za¨hlung
in 4 ml Toluolszintillator bestimmt.
Zur Berechnung des eingebauten [8-3H]-Guanin in die tRNA wurde der gemessene
cpm-Wert nach folgender Beziehung (Gleichung 5.2) in die Stoffmenge nGuanin [mol]
umgerechnet:
nGuanin[mol] =
x[cpm]× φ[dpm/cpm]
2, 22× 1012[dpm/Ci]× a[Ci/mol] (5.2)
Darin sind:
 x, experimentelle Za¨hlrate der Radioaktivita¨t [cpm];
 a, spezifische Aktivita¨t des [8-3H]-Guanin [Ci/mol];
 φ, Detektorsensitivita¨t [dpm/cpm] (In dieser Arbeit wurde ein Wert von 0,00246
fu¨r φ verwendet.)
Zudem wurde der Umrechnungsfaktor von Curie (Ci) in die theoretische Za¨hlrate der
Radioaktivita¨t (dpm, detcions per minutes benutzt (1 Ci = 2,22× 1012).
Die Anfangsgeschwindigkeit v0 [pmol/min] wurde aus der Steigung der Regressions-
geraden einer Auftragung von nGuanin[pmol] gegen die Reaktionszeit t [min] ermittelt.
Aus der Auftragung von v0 [pmol/min] gegen die [8-
3H]-Guanin-Konzentration S [µM ]
und nicht linearer Kurven-Anpassung an die Henri-Michaelis-Menthen-Gleichung (Glei-
chung 5.3) mit dem Programm GraFit [Leatherbarrow, 1999]) wurden die Michaelis-
Konstante Km [µM ] und die maximale Geschwindigkeit der Enzymreaktion vmax
[pmol/min] bestimmt [Cleland, 1963].
v0 =
vmax × [S]
Km + [S]
(5.3)
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Die apparente Michaelis-Konstante (Km) ist die Substrat-Konzentration, bei der die
halb maximale Geschwindigkeit (vmax/2) erreicht wird. Sie ha¨ngt von der Art des En-
zyms und des Substrats sowie von der Temperatur und dem pH-Wert ab. Verla¨uft die
Dissoziation des Enzym-Substrat-Komplexes sehr viel schneller als die Produktbildung,
ist Km ein Maß fu¨r die Affinita¨t des Enzyms fu¨r das Substrat.
Zur Beurteilung der katalytischen Effizienz eines Enzyms wird ha¨ufig das Verha¨ltnis
kcat/Km angegeben (Gleichung 5.4):
kcat
Km
=
vmax
[Et]×Km (5.4)
Darin sind [Cleland, 1963]:
 vmax, maximale Geschwindigkeit der Enzymreaktion;
 [Et], Enzymkonzentration im Ansatz;
 Km, Michaelis-Konstante.
5.2.8.2 Bestimmung der Inhibitionskonstanten
Inhibitionskonstanten (Ki-Werte) der Inhibitoren wurden nach der von Gra¨dler [Gra¨d-
ler et al., 2001] modifizierten Methode von Hoops [Hoops et al., 1995b] bestimmt.
Zuna¨chst wurde ein 38 µL Ansatz bestehend aus bis zu 10 % DMSO, verschiedenen
Konzentrationen des Inhibitors und 300 nM TGT im Reaktionspuffer 20 min bei 37 °C
inkubiert. Die Enzymreaktion wurde dann durch Zugabe desselben Volumens einer
Mischung bestehend aus 2 bzw. 4 µM [8-3H]-Guanin und 16 µM ECY2 im Reaktions-
puffer gestartet. Dem Reaktionsansatz wurden in 1 min-Zeitabsta¨nden 15 µL-Aliquots
entnommen. Analog zum oben beschriebenen Verfahren (Kapitel 5.2.8.1) wurde die
Anfangsgeschwindigkeit der Enzymreaktion bestimmt.
Die Bestimmung der apparenten Inhibitionskonstanten (Ki-Werte) eines kompetitiven
Inhibitors erfolgte nach der Methode von Dixon [Dixon & Webb, 1979]. Danach ist die
Anfangsgeschwindigkeit der Enzymreaktion vi [µM/min] bei gegebener Inhibitorkon-
zentration I [µM ] (Gleichung 5.5):
5.2 Biochemische Methoden 159
vi =
vmax × [S]
Km × (1 + [I]Ki ) + [S]
(5.5)
Da die maximale Reaktionsgeschwindigkeit vmax dieser Enzymreaktion schwer repro-
duzierbar ist, wurde sie fu¨r jede Messreihe neu bestimmt. Die Inhibitionskonstante
wurde aus dem Verha¨ltnis v0/vi ermittelt. Dazu wurden die Gleichungen 5.3 und 5.5
kombiniert und zu einer neuen Gleichung (Gleichung 5.6) umgeformt:
v0 =
vmax × [S]
Km + [S]
∨ vi = vmax × [S]
Km × (1 + [I]Ki ) + [S]
=⇒ vo
vi
× Km + [S]
Km
=
1
Ki
× [I] + ( [S]
Km
+ 1) (5.6)
Darin sind [Cleland, 1963]:
 v0, Anfangsgeschwindigkeit in Abwesenheit des Inhibitors;
 vi, Anfangsgeschwindigkeit in Anwesenheit des Inhibitors;
 Km, Michaelis-Konstante von [8-
3H]-Guanin;
 [S], [8-3H]-Guanin-Konzentration;
 Km, apparente Michaelis-Konstante;
 Ki, apparente Inhibitionskonstante und
 [I], Inhibitor-Konzentration.
Fu¨r Km wurde der von Gra¨dler [2000] ermittelte Wert von 0,38 µM eingesetzt. Aus der
Auftragung von v0((Km + [S])/Km)/vi gegen die Inhibitor-Konzentration I [µM] nach
Gleichung 5.6 und linearer Regression mit dem Programm GraFit [Leatherbarrow,
1999] wurde die apparente Inhibitionskonstante (Ki) bestimmt.
Alle Inhibitionskonstanten wurden bei zwei unterschiedlichen [8-3H]-Guanin Konzen-
trationen (1 und 2 µM) bestimmt. Die aus den jeweiligen Bestimmungen erhaltenen
Ki-Werte wurden gemittelt und die Standardabweichung als Fehlergrenze angegeben.
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5.3.1 Kristallisation der Z. mobilis TGT
Die Kristallisation der TGT erfolgte mit der
”
Hanging-Drop“-Methode nach einem
modifizierten Protokoll von Romier [Romier et al., 1996a].
Zur Kristallisation wurde folgende Lo¨sungen verwendet:
KL1: 100 mM Tris, pH 8,5, 1 mM DTT, 13 % (w/v) PEG 8.000,
10 % (v/v) DMSO
KL2: 100 mM Tris, pH 8,5, 1 mM DTT, 5 % (w/v) PEG 8.000,
10 % (v/v) DMSO
KL3 100 mM MES, pH 6,0, 1 mM DTT, 10 % (w/v) PEG 8.000,
10 % (v/v) DMSO
KL4: 100 mM MES, pH 5,5, 1 mM DTT, 8 % (w/v) PEG 8.000,
10 % (v/v) DMSO
KL5: 100 mM MES, pH 5,5, 1 mM DTT, 5 % (w/v) PEG 8.000,
10 % (v/v) DMSO.
Bei der Aufreinigung der TGT werden bereits Mikrokristalle erhalten (Kapitel 5.2.5.4).
Diese sind aber fu¨r eine Ro¨ntgenstrukturanalyse zu klein. Deshalb wurden sie zuna¨chst
mit einem Hochsalzpuffer, der 2 M NaCl enthielt, eingesalzt (Kapitel 5.2.5.4). Fu¨r die
Kristallisation wurden Proteinlo¨sungen mit einer Konzentration von 12 - 18 mg/ml
eingesetzt. Je 2 µL der Proteinlo¨sung wurden mit 2 µL Reservoir-Lo¨sung auf einem
Deckgla¨schen vermischt. Mit dem Deckgla¨schen wurde eine Vertiefung einer 24er Kris-
tallisationsplatte (Hampton Research, USA), die 1 ml der Reservoir-Lo¨sung enthielt,
verschlossen und mit Silikonpaste (mittelviskos, Bayer-Silikon) luftdicht abgedichtet.
Impfkristalle wurden mit KL1 bei 22 °C gezu¨chtet. Das Wachstum erfolgte innerhalb
weniger Tage. Kristalle mit einer ausreichenden Gro¨ße fu¨r die Ro¨ntgenstrukturanalyse
wurden mit der Methode des
”
Macroseedings“ erhalten. Dazu wurde mit je einem Impf-
kristall die Proteinlo¨sung, die mit KL2 vermischt war (identische Lo¨sung wie KL1, aber
mit niedrigerer PEG-Konzentration), angeimpft. Innerhalb von 3 - 4 Wochen wurden
Kristalle mit der Gro¨ße 0,7 x 0,7 x 0,2 mm3 erhalten.
Nach Romier [Romier et al., 1996a] wurde mit einer Lo¨sung gearbeitet, die auf den
pH-Wert 8,5 eingestellt war. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Bedingungen auf
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eine Kristallisation bei pH 5,5 erweitert. Bei diesem pH-Wert denaturierte die TGT
bereits teilweise unter Bildung einer Haut. Dies machte das
”
Macroseeding“ unmo¨g-
lich. Deshalb wurden die Impfkristalle mit Lo¨sung KL3 bei pH 6,0 gezu¨chtet. Das
Wachstum der Messkristalle erfolgte dann bei pH 5,5 mit Lo¨sung KL4 bzw. KL5. Mit
Lo¨sung KL4 wurden bereits nach fu¨nf Tagen, mit Lo¨sung KL5, die eine niedrigere
PEG-Konzentration enthielt, nach 3 - 4 Wochen Kristalle in einer geeigneten Gro¨ße fu¨r
die Ro¨ntgenstrukturanalyse erhalten.
5.3.2 Kokristallisation der Z. mobilis TGT mit Liganden
Im Rahmen dieser Arbeit wurden Kokristallisations-Bedingungen fu¨r die Z. mobilis
TGT mit Liganden erarbeitet. Dafu¨r wurde die Methode von Romier [Romier et al.,
1996a] modifiziert.
Es wurde das Macroseeding, wie im Kapitel 5.3.1 beschrieben, durchgefu¨hrt. Aller-
dings wurde der Lo¨sung KL2 der Ligand zugesetzt. Die Ligand-Konzentration wurde
so gewa¨hlt, dass keine Pra¨zipitation oder Kristallisation des Liganden wa¨hrend der
Wachstumsphase der Proteinkristalle erfolgte. Zum Animpfen wurden im Gegensatz
zum oben beschriebenen
”
Macroseeding“ sehr kleine Kristalle (0,1 x 0,1 x 0,02 mm3)
verwendet. Das Wachstum erfolgte etwas langsamer (4 - 6 Wochen) und es wurden
etwas kleinere Kristalle erhalten (0,4 x 0,4 x 0,1 mm3).
5.3.3
”
Soaking“ von TGT-Kristallen mit Liganden
Proteinkristalle enthalten in der Regel große Wasserkana¨le zwischen den Proteinmo-
leku¨len. Diese erlauben eine Diffusion von kleinen Moleku¨len in die Bindetasche des
Proteins (
”
Soaking“). Wenn diese spezifische Wechselwirkungen in der Proteinbindeta-
sche ausbilden und ausreichend lo¨slich sind, kann der Bindungsmodus mittels Ro¨nt-
genstrukturanalyse bestimmt werden. Um die Lo¨slichkeit der Liganden zu erho¨hen,
wurden die Bedingungen von Gra¨dler et al. [2001] dahingehend modifiziert, dass die
DMSO-Konzentration im
”
Soaking“-Puffer um 10 % auf 20 % erho¨ht wurde. Als wei-
tere Maßnahme zur Steigerung der Lo¨slichkeit wurde die
”
Soaking“-Temperatur fu¨r
sehr schlecht lo¨sliche Liganden von 22 °C auf 40 - 50 °C erho¨ht.
Fu¨r das
”
Soaking“ wurden daher folgende Bedingungen angewendet: der Ligand wur-
de zuna¨chst in DMSO gelo¨st und 1:10 (v/v) in der Kristallisationslo¨sung (KL2, KL4
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oder KL5, Kapitel 5.3.1) verdu¨nnt. Die Liganden wurden in Sa¨ttigunskonzentration
eingesetzt. Um diese auch wa¨hrend des
”
Soakings “ aufrechtzuerhalten, wurde jeweils
eine Suspension mit ungelo¨sten Ligand verwendet. In 5 µL dieser Suspension wurde ein
ausreichend großer Kristall (Kapitel 5.3.1) mit Hilfe eines
”
Cryoloops“ (Hampton Re-
search, USA) transferiert und dort nach der
”
Hanging-drop“-Methode (Kapitel 5.3.1)
u¨ber 1 ml Reservoirlo¨sung bis zu mehrere Tage bei 22 °C bzw. 40 - 50 °C aufbewahrt.
Das
”
Soaking“ bei erho¨hten Temperaturen erfolgte im Trockenschrank. Dieser wurde
schrittweise auf die gewu¨nschte Temperatur gebracht.
5.3.4 Sammlung von Datensa¨tzen
Die Bestimmung von TGT-Strukturen erfolgte durch Ro¨ntgenbeugung. Zur Minimie-
rung von Strahlungsscha¨den durch die energiereiche Ro¨ntgenstrahlung wurde der Kris-
tall unter kryogenen Bedingungen bei ca. -173 °C gemessen. Dazu wurde der Kristall in
einem Kryo-Puffer bestehend aus 50 mM HEPES (pH 7,5), 10 % (w/v) PEG 8.000 und
30 % (v/v) Glyzerin aufgenommen mit Hilfe eines
”
Cryoloops“ (Hampton Research,
USA) in einem geku¨hlten Stickstoffstrom (X-streamTM , MSC, USA) schockgefroren.
Der
”
Cryoloop“ wurde mit einer magnetischen Halterung auf einem Goniometerkopf be-
festigt und der Kristall im Prima¨rstrahlengang zentriert. Der Kristall wurde mit einem
fokussierten, monochromatischen Ro¨ntgenstrahl (Prima¨rstrahl) belichtet. Als Strah-
lungsquelle wurde eine RIGAKU Drehanode aus Kupfer verwendet. Die Spannung der
Ro¨ntgenro¨hre betrug 50 kV bei 90 - 100 mA. Die Cu-Kα-Ro¨ntgenstrahlung (λ = 1,54 A˚)
wurde durch Nickel-Platin Doppelspiegel (Yale Mirrors, MSC, USA) fokussiert. Die De-
tektion der Intensita¨ten abgebeugter Reflexe erfolgte elektronisch (RAXIS-IV Image
Plate System, MSC, USA). Der Abstand zwischen Kristall und Detektor betrug
100 mm. Zur Aufnahme eines Beugungsbildes wurde der Kristall je nach Qualita¨t fu¨r
3 bis 5 min mit dem Prima¨rstrahl bestrahlt und dabei um 1° gedreht.
Die Datenreduktion erfolgte mittels des HKL Package (Version 1.96.9), das die Pro-
gramme XDisplayF, Denzo und Scalepack beinhaltet [Otwinowski, 1993].
5.3.5 Verfeinerung der Datensa¨tze
Zur Bestimmung von TGT-Strukturen wurde die Kristallstruktur der nativen apo-TGT
(PDB-Code: 1PUD) [Romier et al., 1996b] als Startmodell verwendet. Die kristallo-
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graphische Verfeinerung und die Berechnung der Elektronendichten (2|Fo|-|Fc| bzw.
|Fo|-|Fc|) erfolgte mit dem Programm CNS [Bru¨nger et al., 1998]. Zur optimalen Po-
sitionierung der Strukturen wurde zuna¨chst eine
”
rigid-body“-Minimierung durchge-
fu¨hrt. Dabei wurde das Moleku¨l als starre Einheit rotiert und translatiert. Dem schloss
sich eine
”
simulated annealing“-Verfeinerung mit einer Starttemperatur von 3000 K an
[Bru¨nger et al., 1990]. In mehreren Zyklen wurde das Modell schließlich verfeinert, wo-
bei als Zielfunktion der kristallographische R-Faktor minimiert wurde. Da die Zahl der
Observablen im Verha¨ltnis zur Anzahl der verfeinerten Parameter nicht ausreichend
u¨berbestimmt ist, wurden zusa¨tzlich geometrische Parameter als fix vorgegeben be-
ru¨cksichtigt [Engh & Huber, 1991].
Wassermoleku¨le wurden mit CNS gesetzt. Liganden wurden in Sybyl aufgebaut und
minimiert. Parameter- und Topologie-Daten fu¨r die Verfeinerung wurden mit dem Pro-
gramm MOLEMAN [Kleywegt, 1997] erzeugt. Die Einpassung der Liganden in die
Elektronendichte sowie manuelle Korrekturen des Proteinmodells erfolgten mit dem
Programm O [Jones et al., 1991].
Um ein objektives Kriterium fu¨r den Erfolg der Verfeinerungsrechnungen zu haben,
wurden 10 % der Reflexe zufa¨llig ausgewa¨hlt und nicht in die Verfeinerung einbezogen
[Bru¨nger, 1992].
Alle Strukturen wurden solange verfeinert, bis in der |Fo|-|Fc|-Elektronendichte keine
signifikanten Maxima mehr vorhanden waren.
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Wirkstoff-Designs
Fu¨r Molecular Modelling Arbeiten wurden die Programmpakete Sybyl 6.7 und 6.8
[SYBYL] sowie Moloc 01/05/08 [Moloc] verwendete. Als Workstation diente eine
Silicon Graphics O2 (R10000).
5.4.1 Berechnung von gu¨nstigen Wechselwirkungsfeldern in
der Bindetasche
Gu¨nstige Wechselwirkungsfelder (
”
Hot Spots“) in der Bindetasche wurden mit den Pro-
grammen SuperStar [Verdonk et al., 1999] und DrugScore [Gohlke et al., 2000b]
berechnet. Beide Ansa¨tze haben gemeinsam, dass die Protein-Bindetasche zuna¨chst
auf ein dreidimensionales Gitter platziert wird. An jedem Gitterpunkt werden dann
die Wechselwirkungen einer bestimmter Sonde in Bezug auf die umgebenden Protein-
atome berechnet.
5.4.1.1 Berechnungen mit SuperStar
SuperStar basiert auf Informationen u¨ber nicht-bindende Wechselwirkungen, die aus
einer statistischen Analyse von Packungsmustern in Kristallstrukturen von kleinen Mo-
leku¨len abgeleitet wurden [Verdonk et al., 1999]. Als Datenbasis dient die IsoStar-
Datenbank [Bruno et al., 1997]. In dieser Datenbank sind Informationen u¨ber Wech-
selwirkungen als
”
Scatterplots“ gespeichert. Diese
”
Scatterplots“ zeigen die Verteilung
einer bestimmten Sonde um ein Strukturfragment in Form einer funktionellen Gruppe.
SuperStar zerlegt ein Templatmoleku¨l (z. B. eine Bindetasche) in solche Struktur-
fragmente, fu¨r die
”
Scatterplots“ zusammengestellt wurden. Diese Plots werden dann
auf die entsprechenden Teile des Templats u¨berlagert und in zusammengesetzte Dichte-
karten konvertiert. Die Dichtekarten ko¨nnen auf Wahrscheinlichkeitsniveaus konturiert
werden. Ein Wahrscheinlichkeitsniveau von z. B. 2,0 bedeutet, dass die Kontakte auf ei-
nem bestimmten Gitterpunkt mit einer zweimal ho¨heren Wahrscheinlichkeit auftreten,
als dies bei einer zufa¨lligen Verteilung zu erwarten wa¨re.
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Als Repra¨sentant fu¨r einen Wasserstoffbru¨cken-Donor wurden die ungeladene Stick-
stoff-Sonde und fu¨r einen Wasserstoffbru¨cken-Akzeptor die neutrale Carbonyl-Sauer-
stoff- sowie die geladene Carboxylat-Sauerstoff-Sonde gewa¨hlt. Hydrophobe Wechsel-
wirkungen wurden mit der aromatischen Kohlenstoff-Sonde charakterisiert. Die Berech-
nungen wurden mit den Standard-Einstellungen durchgefu¨hrt. Als Templatmoleku¨le
wurden die Kristallstrukturen von TGT·4 (PDB-Code 1ENU) und TGT·18 verwen-
det. In diesen nimmt die TGT-Bindetasche zwei unterschiedlichen Konformationen ein
(Abb. 3.10 auf Seite 53). In der Struktur TGT·18 wurden die Wasserstoffatome des
Wassermoleku¨ls W1 so ausgerichtet, dass sie entweder als Wasserstoffbru¨cken-Donor
oder Wasserstoffbru¨cken-Akzeptor in Bezug auf den Liganden fungieren.
Zur graphischen Auswertung wurden die
”
Hot Spots“ so konturiert, dass relativ scharf
abgegrenzte Felder erhalten wurden.
5.4.1.2 Berechnungen mit DrugScore
DrugScore basiert auf Daten, die aus Kristallstrukturen von Ligand-Protein-Kom-
plexen abgeleitet wurden [Gohlke et al., 2000a,b]. Als Datenbasis diente dieReLiBase-
Datenbank [Hendlich, 1998]. Die Ha¨ufigkeit des Auftretens bestimmter Protein-Ligand-
Kontakte wurde dabei unter Bezug auf einen Referenzzustand in Pseudo-Potenziale
konvertiert. Die Auflo¨sung von Kristallstrukturen von Proteinen ist in der Regel zu
gering, um Wasserstoffatome zuordnen zu ko¨nnen. Deshalb wurden bei der Ableitung
der DrugScore-Potenziale Wasserstoffatome im Gegensatz zu SuperStar nicht ex-
plizit beru¨cksichtigt. Die Potenziale ko¨nnen sowohl zum Bewerten von Ligand-Protein-
Wechselwirkungen (
”
Scoring-Funktion“), als auch zur Vorhersage von ausgezeichneten
Wechselwirkungsbereichen in der Bindetasche verwendet werden. Bei der Berechnung
von
”
Hot Spots“ wird der niedrigste Potenzial-Wert, der auf einem Gitterpunkt berech-
net wird (das globale Optimum), von DrugScore auf 100 gesetzt. Ein Niveau von
z. B. 80 bedeutet, dass der Bereich Funktionswerte von bis zu 20 % u¨ber dem globalen
Optimum fu¨r den betrachteten Atomtyp umschließt.
Als Repra¨sentant fu¨r einen Wasserstoffbru¨cken-Donor wurden die N.3-Sonde1 und fu¨r
einen Wasserstoffbru¨cken-Akzeptor die O.2-1 und O.co2-Sonde1 gewa¨hlt. Hydropho-
be Wechselwirkungen wurden mit der C.ar-Sonde1 charakterisiert. Die Berechnungen
1Sybyl-Atom-Typ; N.3 ≡ sp.3 N, O.3 ≡ sp.3 O, O.co2 ≡ O einer Carboxylatgruppe, C.ar ≡ aro-
matischer Kohlenstoff
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wurden mit den Standard-Einstellungen durchgefu¨hrt. Es wurden die Kristallstruk-
turen von TGT·4 (PDB-Code 1ENU) und TGT·18 verwendet. In diesen nimmt die
TGT-Bindetasche zwei unterschiedlichen Konformationen ein (Abb. 3.10 auf Seite 53).
In der Struktur TGT·18 wurde anstelle des Wasser-Moleku¨ls W1 ein O.3-Atom gesetzt.
Zur graphischen Auswertung wurden die
”
Hot Spots“ so konturiert, dass relativ scharf
abgegrenzte Felder erhalten wurden.
5.4.2 Minimierung von Liganden in der Bindetasche
Liganden wurden in der Bindetasche der TGT mit dem MAB-Kraftfeld [Gerber &
Mu¨ller, 1995] wie es in Moloc implementiert ist, minimiert. Wa¨hrend der Minimie-
rung wurde die Bindetasche rigide gehalten. Es wurde sowohl die Kristallstruktur von
TGT·4 (PDB-Code 1ENU) als auch von TGT·18 verwendet. In diesen nimmt die TGT-
Bindetasche zwei unterschiedlichen Konformationen ein (Abb. 3.10 auf Seite 53).
5.4.3 Generierung von Datenbanken fu¨r das virtuelle
Screening
In den verwendeten Datenbanken sind die Moleku¨le zumeist als 2D-Strukturen gespei-
chert. Mit CORINA [Sadowski et al., 1997] wurden daraus 3D-Strukturen generiert.
Dabei wurden fehlende Wasserstoffatome (z. B. von Carboxylatgruppen) erga¨nzt und
kleine Fragmente, die nicht kovalent mit einem zweiten Moleku¨l verbunden waren (z. B.
Gegenionen), entfernt. Anschließend wurden aus den so generierten 3D-Strukturen mit
Hilfe des Unity-Befehl dbimport Unity-Datenbanken erzeugt [UNITY, 2001]. Mit
dem Befehl dbmkscreen wurden
”
Macro-Fingerprints“2 generiert, um die Suche zu be-
schleunigen.
Folgende Datenbanken wurden verwendet:
 Available Chemicals Directory (ACD) [ACD],
2In Unity sind Wasserstoffbru¨cken-Donoren, -Akzeptoren und hydrophobe Eigenschaften als Makros
beschrieben. Entha¨lt ein Moleku¨l eine solche Eigenschaft, wird ein Bit, das dafu¨r kodiert, einge-
schaltet. So kann durch ein ”Prescreening“ auf das Vorhandensein der Bits die Suche beschleunigt
werden.
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 IBS Library [IBS],
 ChemStar Library [ChemStar],
 ASINEX Express Gold Collection (AEGC) [Asinex],
 ASINEX Express Platinum Collection (AEPC) [Asinex],
 LeadQuest [LeadQuest] und
 AMBINTER database [Ambinter].
5.4.4 Strukturbasierte Pharmakophor-Generierung
Strukturbasierte Pharmakophor-Modelle wurden mitUnity [UNITY, 2001] aufgebaut.
Die geforderten Wechselwirkungseigenschaften (Wasserstoffbru¨cken-Donor, -Akzeptor,
hydrophobe Gruppe) wurden durch Punkte im Raum beschrieben. Suchtoleranzen
wurden durch Kugeln um diese Punkte festgelegt, wobei der Radius der maximalen
Abweichung entsprach. Die Direktionalita¨t von Wasserstoffbru¨cken-Bindungen wurde
beru¨cksichtigt, indem die Eigenschaftspunkte auf Ligand-Seite (Wasserstoffbru¨cken-
Donor bzw. -Akzeptor) mit den dazugeho¨rigen komplementa¨ren funktionellen Gruppen
auf Proteinseite verknu¨pft wurden.
Die Form der Bindetasche wurde als verbotene Bereiche (
”
excluded volumes“3) in den
Pharmakophor einbezogen.
5.4.4.1 Zusammengesetzter Pharmakophor basierend auf TGT·4 und
TGT·18
Der in Kapitel 3.3 beschriebene zusammengesetzte Pharmakophor basiert auf den Kris-
tallstrukturen TGT·4 (PDB-Code 1ENU) und TGT·18. Die beiden Strukturen wurden
mit einem Least-Square-Fit der Cα-Atome u¨berlagert.
Die Positionen der Wasserstoffbru¨cken-Donoren D1a und D1b (Abb. 3.8 auf Seite 50)
entsprechen den Positionen der korrespondierenden Atome von 4, die des Wasserstoff-
bru¨cken-Akzeptors Acc und des Donors D2 den korrespondierenden Atomen von 18. Die
Lage von Acc/don entspricht dem Imidazol-Stickstoff von 18. Die ambivalente Wasser-
stoffbru¨cken-Donor/-Akzeptor-Eigenschaft von Acc/don wurde durch die alternative
3
”excluded volumes“; Bereiche, in denen sich keine Ligandatome befinden du¨rfen
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Verknu¨pfung (
”
partial match“) eines Donors und Akzeptors definiert. Die Lage des
Zentrums der hydrophoben Eigenschaft (5- oder 6-Ring) entspricht dem Mittelpunkt
des Benzolrings von 4.
Zur Erfu¨llung des Pharmakophors reichte es aus, wenn entweder D2 oder Acc/don im
Ligand vorhanden war sowie entweder eine Wasserstoffbru¨ckevon Acc zu Gly230 oder
Gl203 gebildet werden konnte (
”
partial match“).
Allen Punkten, die Wechselwirkungseigenschaften festlegen, wurden Suchtoleranzen zu-
gewiesen. Die Radien der Suchtoleranzen auf Ligand-Seite wurden den zu Grunde lie-
genden
”
Hot Spots“ (Kapitel 5.4.1) angepasst. Die Radien der verbotenen Bereiche
(
”
excluded volumes“3) auf Proteinseite wurden so eingestellt, dass Liganden in einem
Test-Set, bestehend aus bereits bekannten TGT Inhibitoren verschiedener Struktur-
klassen (4, 8, 56 und 20), der Pharmakophorhypothese genu¨gten.
5.4.4.2 Pharmakophor basierend auf TGT·4 sowie
”
Hot Spots“ fu¨r
Wasserstoffbru¨cken-Akzeptoren
Der in Kapitel 3.6 beschriebene Pharmakophor basiert auf der Struktur TGT·4 (PDB-
Code 1ENU) sowie
”
Hot Spots“ berechnet fu¨r eine Wasserstoffbru¨cken-Donor-Sonde
(Kapitel 5.4.1).
Die Positionen des Wasserstoffbru¨cken-Akzeptors Acc1 und des Wasserstoffbru¨cken-
Donors D1a (Abb. 3.47 auf Seite 121) entsprechen denen der korrespondierenden Atome
von 4. Die Wasserstoffbru¨cken-Akzeptoren Acc2a und Acc2b sowie der Wasserstoff-
bru¨cken-Donor D1b wurden so platziert, dass sie sich im Zentrum der dazugeho¨rigen
”
Hot Spots“ befinden. Die hydrophobe Eigenschaft (Zentrum eines 5- oder 6-Rings)
wurde manuell zwischen Tyr106 und Met260 positioniert.
Zur Erfu¨llung des Pharmakophors reichte es aus, wenn der Ligand entweder Acc2a oder
Acc2b sowie entweder Don1a oder Don1b entha¨lt (
”
partial match“).
Allen Punkten, die Wechselwirkungseigenschaften festlegen, wurden Suchtoleranzen zu-
gewiesen. Die Radien der Suchtoleranzen der Wasserstoffbru¨cken-Donoren und -Akzep-
toren wurden den zu Grunde liegenden
”
Hot Spots“ (Kapitel 5.4.1) angepasst. Die
Radien der verbotenen Bereiche (
”
excluded volumes“3) auf Proteinseite wurden so
eingestellt, dass Liganden in einem Test-Set, bestehend aus bereits bekannten TGT
Inhibitoren verschiedener Strukturklassen ((4, 8, 56 und 20)), der Pharmakophorhy-
pothese entsprachen. Bei diesem Testlauf wurden die Pharmakophorbestandteile Acc2a
und Acc2b nicht beru¨cksichtigt, da vor der Durchfu¨hrung des auf diesem Pharmako-
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phor basierenden virtuellen Screenings keine Liganden bekannt waren, die funktionelle
Gruppen aufweisen, die diesem Pharmakophor entsprachen.
5.4.5 Hierarchische Datenbankfilterung
Fu¨r das virtuelle Screening wurden die Datenbanken (Kapitel 5.4.3) hierarchisch ge-
filtert, wobei die einzelnen Schritte in ihrer Komplexita¨t und damit in der beno¨tigten
Rechenintensita¨t zunahmen.
Die in Kapitel 3.3 und 3.6 beschreiben virtuellen Screening-La¨ufe wurden nach einem
hierarchischen Protokoll durchgefu¨hrt. Dazu wurden zuna¨chst die Datenbanken (Kapi-
tel 5.4.3) mit der Selector compound filtering-Funktion [Selector, 1996] nach Ver-
bindungen mit weniger als acht drehbaren Bindungen und einem Molekulargewicht von
weniger als 450 D gefiltert. Im na¨chsten Schritt wurde nach Verbindungen gesucht, die
die erforderliche Mindestanzahl an Wasserstoffbru¨cken-Donoren, -Akzeptoren und hy-
drophoben Eigenschaften besitzen, um die Pharmakophorhypothese (Kapitel 5.4.4) zu
erfu¨llen. Im dritten Schritt wurde in einer flexiblen Suche in Unity [UNITY, 2001] die
strukturbasierte Pharmakophorhypothese verwendet. Bei der in Kapitel 3.6 beschriebe-
nen Suche wurde dabei zusa¨tzlich gefordert, dass die Verbindungen einen aromatischen
5- oder 6-Ring enthalten. Im letzten Schritte wurden als weitere Einschra¨nkung zu-
sa¨tzlich verbotene Volumenbereiche (
”
excluded volumes“3) einbezogen. Die Rechen-
zeit wurde im vorletzten Schritt auf 180 sec pro Verbindung und im letzten Schritt auf
300 sec pro Verbindung beschra¨nkt. Im Gegensatz zur Standardeinstellung von Unity
wurde der Lipinski’s "rule-of-five"-Check [Lipinski et al., 1997] ausgeschaltet.
Der Grund dafu¨r bestand darin, dass es das Ziel des virtuellen Screenings war, neue
Leitstrukturkandidaten zu finden und nicht neue Arzneistoffe [Hann et al., 2001; Oprea
et al., 2001].
Fu¨r das in Kapitel 3.4.3 beschrieben virtuelle Screening nach Thiolen fu¨r die Leitstruk-
turoptimierung wurde ebenfalls nach einem hierarchischen Protokoll vorgegangen. Im
ersten Schritt wurde mitUnity/ Selector nach aliphatischen Thiolen (SLN4: SHCH)
gefiltert. Im zweiten Schritt wurde in dieser Hitliste nach Verbindungen gesucht, die
genau einer Thiolgruppe enthalten sowie einem Molekulargewicht kleiner 300 Dalton
besitzen und nicht mehr als sechs drehbaren Bindungen aufweisen.
4SLN: Sybyl Line N otation; Kurzschreibweise fu¨r Moleku¨le
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Duplikate wurden aus den Hitlisten mit dem Tripos-Skript nodbdups entfernt.
5.4.6 Dockingmethoden
Um die Verbindungen fu¨r das Docking5 vorzubereiten, wurden zuna¨chst die Protonier-
ungszusta¨nde angepasst. Dazu wurden mit einem Script exocyclische Guanidino- and
Amidinogruppen sowie prima¨re und sekunda¨re aliphatische Aminogruppen protoniert,
wa¨hrend Phosphorsa¨ure-, Sulfonsa¨ure- und Carbonsa¨uregruppen deprotoniert wurden.
In den Unity-Datenbanken ist nur eine tautomere Form pro Verbindung gespeichert.
Wa¨hrend der Suche werden andere Tautomere
”
on the fly“ erzeugt. In den Hitlisten
wird aber nur die Form, die auch in den Datenbanken abgelegt ist, gespeichert. Deshalb
wurde, falls erforderlich, das dem Pharmakophor entsprechende Tautomer in Sybyl
manuell erzeugt.
Zum Docking wurden als Referenz-Strukturen die Komplexe TGT·4 (PDB-Code 1ENU)
und TGT·18 verwendet. Als Docking-Programm wurde FlexX [Rarey et al., 1996]
(Version 1.102) benutzt. Wa¨hrend der Komplexbildungsphase wurde die FlexX-
Scoring-Funktion benutzt. Das Partikel-Konzept, das wa¨hrend der inkrementellen Auf-
bauphase der Liganden Wassermoleku¨le beru¨cksichtigen kann, wurde aktiviert [Rarey
et al., 1999]. Die 30 besten Docking-Lo¨sungen wurden mit der in FlexX implementier-
ten Version von DrugScore [Gohlke et al., 2000b] nachbewertet. Fu¨r die in Kapitel
3.3 und 3.6 beschriebenen virtuellen Screenings wurden anschließend diese Lo¨sungen
mit einem PYTHON-Script gefiltert, um diejenige Lo¨sung mit der besten Bewertung
zu finden, die gleichzeitig der Pharmakophorhypothese (Kapitel 5.4.4) entspricht. Nur
diese Verbindungen wurden im weiteren Vorgehen beru¨cksichtigt.
Bei der Suche nach Fragmenten zur Optimierung von Hits aus dem virtuellen Screening
wurden nur die Dockinglo¨sungen auf Platz 1 weiter beru¨cksichtigt.
Die Pterin-Derivate (Kapitel 3.4.3) wurden mit der Mapref-Funktion von FlexX in die
Bindetasche gedockt. Dazu wurde der Bindungsmodus des Grundko¨rpers vorgegeben.
Beim Einpassen der Liganden in die Bindetaschen wurden dann nur die Seitenketten-
Konformationen berechnet.
5Einpassen von Liganden in die Bindetasche
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5.5.1 Fluoreszenz-spektroskopische Untersuchungen
Fu¨r Fluoreszenz-spektroskopischen Untersuchungen wurde ein RF-5301PC-Fluoro-
meter der Firma SHIMADZU benutzt. Der Ku¨vettenhalter wurde durch ein ange-
schlossenes Wasserbad temperiert. Im Ku¨vettenhalter war eine Ru¨hreinheit eingebaut,
so dass die Lo¨sungen in der Ku¨vette durchmischt werden konnten. Es wurde eine
500 µL Ku¨vette verwendet.
Die Messungen wurden bei 24 und 37 °C durchgefu¨hrt. Die eingesetzten Ligandkonzen-
trationen betrugen 0,1 × Ki bis 50 × Ki, die Proteinkonzentration 50 nM bis 10 µM
und die tRNA-Konzentration bis zu 20 µM. Es wurde derselbe Puffer wie fu¨r die Be-
stimmung der kinetischen Parameter (Kapitel 5.2.8) mit und ohne Magnesium-Zusatz
verwendet.
5.5.2 SPR-Messungen
SPR-spektroskopische Untersuchungen wurden mit einem BIAcore X Gera¨t durchge-
fu¨hrt. Es wurde ein SA-Chip (mit Streptavidin beschichteter Goldfilm) verwendet. Der
Puffer enthielt 10 mM HEPES (pH 7,5), 150 mM NaCl und 20 mM MgCl2. Die ver-
wendete Ligandkonzentration zum Beladen des Chips betrug 10 µM und die Protein-
konzentration im Laufpuffer 500 nM.
5.5.3 Bestimmung von Lo¨slichkeiten
Zur Bestimmung von Lo¨slichkeiten von Liganden im
”
Soaking“-Puffer (Kapitel 5.3.1)
wurden gesa¨ttigte Lo¨sungen der Liganden hergestellt. Diese wurden u¨ber Nacht bei
22 °C inkubiert. Der Niederschlag wurde abzentrifugiert und aus dem U¨berstand der
Gehalt photometrisch anhand einer Eichkurve mit dem Ultrospec 1000-Photometer der
Firma Amersham Pharmacia Biosciences (Uppsala, Schweden) bei einer Wellenla¨nge
von 260 nm bestimmt. Soweit ausreichend Substanz zur Verfu¨gung stand, wurden die
Werte zweifach gemessen und die Mittelwerte berechnet.
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5.5.4 Bestimmung von pKa-Werten
Die Messung der pKa-Werte erfolgte mit dem potentiometrischen Titrationsmessge-
ra¨t PCA 101 der Firma Sirius Analytical Instruments (Forest Row, England). Die
Silber-Silberchlorid-Elektrode wurde mittels pH 7-Phosphatpuffer als Standard und
der FOUR PLUSTM Standardisierung [Avdeef & Bucher, 1978] von Sirius Analytical
Instruments ta¨glich vor Beginn der Messungen kalibriert. Fu¨r Messungen mit DMSO-
Zusatz wurde die FOUR PLUSTM Standardisierung mit 10 % DMSO durchgefu¨hrt.
Die genaue Konzentration der verwendeten 0,5 M Kalilauge wurde durch dreifache
Titration gegen den Standard Kaliumhydrogenphthalat ermittelt. Anschließend wurde
die genaue Konzentration der 0,5 M Salzsa¨ure durch Titration gegen die eingestellte
Kalilauge bestimmt.
Die zu messende Substanz wurde in 0,15 M Kaliumchloridlo¨sung, bei Messungen mit
DMSO-Zusatz zusa¨tzlich in 10 % DMSO, gelo¨st, so dass die Konzentration der Substanz
in Lo¨sung etwa 1 mM betrug. Nachdem ein niedriger pH-Wert mit 0,5 M Salzsa¨ure
eingestellt worden war, wurde mit 0,5 M Kalilauge in Richtung ho¨herer pH-Werte
titriert und so eine Titrationskurve aufgenommen. Alle Messungen wurden bei 25 °C
und unter einer Argonschutzgasatmospha¨re durchgefu¨hrt.
Die pKa-Werte wurden mit der integrierten Software durch Kurvenanpassung der Daten
an die Bjerrum-Differenzkurve [Avdeef et al., 1982] mittels der Methode der kleinsten
Fehlerquadrate berechnet.
5.5.4.1 Zuordnung der pKa-Werte zu Moleku¨lfragmenten
Fu¨r die Verbindungen 51 und 52 (Tab. 3.13 auf Seite 83) wurden bei einer Titration
von pH 2 - 12 je zwei pKa-Werte gemessen (Tab. 3.19 auf Seite 114). Diese Werte fallen
jeweils in denselben Bereich (4,5 und 4,4 bzw. 9,1 und 9,8). Verbindung 51 entha¨lt
im Gegensatz zu 52 eine zusa¨tzliche 6-NH2-Gruppe. Fu¨r diese Verbindung wurde un-
ter den verwendeten Titrationsbedingungen kein weiterer pKa-Wert gefunden. Folglich
muss er außerhalb des Messbereichs (< 3,5) liegen. Der tiefere pKa-Wert (' 4) geho¨rt
zur basischen Guanidin-Teilstruktur, der ho¨here (' 9) zur nur sehr schwach sauren
Amid-Teilstruktur. Diese Zuweisung erfolgte durch Analogieschluss anhand literatur-
bekannter Verbindungen.
Die pKa-Werte von 55 (Tab. 3.14 auf Seite 89) wurden analog dazu zugeordnet.
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Fu¨r Verbindung 67 (Abb. 3.43 auf Seite 111) wurden bei einer Titration von pH 2 -12
drei pKa-Werte gemessen (< 3,5, 4,5 und 9,9). Auf Grund von Lo¨slichkeitsproblemen
konnte der tiefste pKa-Wert nicht genauer bestimmt werden. In 66 % DMF wurden fu¨r
diese Verbindung ebenfalls drei pKa-Werte gemessen [Keyser & Leonard, 1976]: pKa1
< 2,0, pKa2 ' 4,5 und pKa3 ' 9,5. Diese Werte sind mit den in dieser Arbeit gemes-
sen vergleichbar. Durch die Messung der UV-Absorption bei verschiedenen pH-Werten
wurden die pKa-Werte dort wie folgt zugeordnet: pKa1 ⇒ Guanidin-Teilstruktur, pKa2
⇒ Imidazol-Teilstruktur und pKa3 ⇒ Amid-Teilstruktur. Unterstu¨tzt wird diese An-
nahme durch den pKa-Wert von Benzimidazol. Dieser betra¨gt in Wasser ' 5,4 - 5,7
[Catalan et al., 1988; Donkor & Kratochvil, 1993].
Fu¨r Verbindung 54 wurden bei einer Titration von pH 2 - 12 ebenfalls drei pKa-Werte
bestimmt (3,5, 5,3, und 9,8). [3-(1H -Imidazol-2-ylsulfanyl)-propyl]-dimethylamin be-
sitzt einen pKa-Wert von 8,6 (Aminogruppe) und einen von 5,1 (Imidazolsulfanyl-
Gruppe) [Sterk et al., 1984]. Da 54 ebenfalls eine Imidazolsulfanyl-Gruppe besitzt,
wurde dieser in Analogie dazu der pKa-Wert von 5,3 zugeordnet. Die tiefste pKa-Wert
geho¨rt dann folglich zur Guanidin-Teilstruktur und der ho¨chste zur Amid-Funktion.
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A.1 Datensammlung und Verfeinerung
Tab. A.1 Datensammlung und Verfeinerung der apo-Struktur(Y106F) und der Komple-
xe Z. mobilis TGT(Y106F)·preQ1 und Z. mobilis TGT·18.
TGT(Y106F) TGT(Y106F)·preQ1 TGT·18
Raumgruppe C2 C2 C2
Zellkonstanten:
a (A˚) 90,39 90,25 91,06
b (A˚) 64,72 65,02 64,38
c (A˚) 71,88 71,40 70,77
β (deg) 97,0 96,6 96,5
Auflo¨sung (A˚) 40 - 1,95 40 - 1,9 30 - 2,1
Zahl der gemessenen Reflexe 109.129 98.882 87.053
Zahl der unabha¨ngigen Reflexe 29.077 31.900 23.882
Vollsta¨ndigkeit der Daten
(%, hoher Auflo¨sungsbereich) 96,6 (94,0) 98,2 (96,3) 99,8 (99,4)
Rsymma fu¨r alle Daten
(%, hoher Auflo¨sungsbereich) 7,0 (29,4) 6,4 (27,4) 9,5 (30,2)
Rfreeb 20,3 21,1 23,3
R-Faktorb 19,0 18,0 18,8
Zahl der Wassermoleku¨le 333 365 282
RMS-Abweichung, Winkel (deg.) 1,215 1,177 1,209
RMS-Abweichung, Bindungen (A˚) 0,006 0,005 0,005
Durchschnittlicher B-Faktor (A˚2:)
Proteinatome 20,9 20,8 26,0
Ligandatome - 22,1 32,4
Wasseratome 30,7 30,9 33,1
a Rsymm =
∑ ‖I - 〈I〉‖ / ∑I, wobei I die gemessene Intensita¨t und 〈I〉 die durchschnitt-
liche Intensita¨t fu¨r multiple Messungen ist.
b Der Rfree-Faktor wurde aus einer zufa¨lligen Anzahl von Reflexen aus ∼ 10 % der Daten
berechnet; der R-Faktor wurde mit den Intensita¨ten der verbleibenden Daten berechnet
[Bru¨nger, 1992].
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Tab. A.2 Datensammlung und Verfeinerung der Komplexe Z. mobilis TGT·51 (kristal-
lisiert bei pH 8,5 und 5,5) sowie TGT·55 (kristallisiert bei pH 8,5).
TGT·51, pH 8,5 TGT·51, pH 5,5 TGT·55, pH 8,5
Raumgruppe C2 C2 C2
Zellkonstanten:
a (A˚) 91,47 91,28 90,71
b (A˚) 65,32 65,37 64,99
c (A˚) 70,19 69,76 71,07
β (deg) 96,17 95,87 96,42
Auflo¨sung (A˚) 30 - 1,93 40 - 1,8 40 - 1,8
Zahl der gemessenen Reflexe 111.631 124.545 137.118
Zahl der unabha¨ngigen Reflexe 30.894 37.632 38.107
Vollsta¨ndigkeit der Daten
(%, hoher Auflo¨sungsbereich) 99,9 (99,9) 99,3 (98,0) 99,6 (99,6)
Rsymma fu¨r alle Daten
(%, hoher Auflo¨sungsbereich) 10,8 (32,4) 5,0 (26,2) 5,0 (24,7)
Rfreeb 23,4 21,5 22,9
R-Faktorb 19,1 19,6 19,6
Zahl der Wassermoleku¨le 387 278 413
RMS-Abweichung, Winkel (deg.) 1,480 1,347 1,278
RMS-Abweichung, Bindungen (A˚) 0,007 0,006 0,005
Durchschnittlicher B-Faktor (A˚2:)
Proteinatome 19,5 19,5 19,3
Ligandatome 47,6 24,3 58,9
Wasseratome 36,8 28,5 33,2
a Rsymm =
∑ ‖I - 〈I〉‖ / ∑I, wobei I die gemessene Intensita¨t und 〈I〉 die durchschnitt-
liche Intensita¨t fu¨r multiple Messungen ist.
b Der Rfree-Faktor wurde aus einer zufa¨lligen Anzahl von Reflexen aus ∼ 10 % der Daten
berechnet; der R-Faktor wurde mit den Intensita¨ten der verbleibenden Daten berechnet
[Bru¨nger, 1992].
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Tab. A.3 Datensammlung und Verfeinerung der Komplexe Z. mobilis TGT·54 (kristal-
lisiert bei pH 8,5 und 5,5).
TGT·54, pH 8,5 TGT·54, pH 5,5
Raumgruppe C2 C2
Zellkonstanten:
a (A˚) 89,77 90,98
b (A˚) 64,75 65,29
c (A˚) 71,13 70,29
β (deg) 95,92 96,31
Auflo¨sung (A˚) 40 - 1,7 40 - 1,85
Zahl der gemessenen Reflexe 154.985 124.171
Zahl der unabha¨ngigen Reflexe 44.461 34.776
Vollsta¨ndigkeit der Daten
(%, hoher Auflo¨sungsbereich) 99,5 (99,2) 99,2 (99,1)
Rsymma fu¨r alle Daten
(%, hoher Auflo¨sungsbereich) 5,3 (29,0) 5,9 (25,0)
Rfreeb 24,1 20,8
R-Faktorb 19,9 17,9
Zahl der Wassermoleku¨le 387 366
RMS-Abweichung, Winkel (deg.) 1,220 1,177
RMS-Abweichung, Bindungen (A˚) 0,005 0,006
Durchschnittlicher B-Faktor (A˚2:)
Proteinatome 19,1 24,1
Ligandatome 47,3 33,6
Wasseratome 32,6 36,2
a Rsymm =
∑ ‖I - 〈I〉‖ / ∑I, wobei I die gemessene Intensita¨t und 〈I〉 die durchschnitt-
liche Intensita¨t fu¨r multiple Messungen ist.
b Der Rfree-Faktor wurde aus einer zufa¨lligen Anzahl von Reflexen aus ∼ 10 % der Daten
berechnet; der R-Faktor wurde mit den Intensita¨ten der verbleibenden Daten berechnet
[Bru¨nger, 1992].
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Tab. A.4 Datensammlung und Verfeinerung der apo-Struktur der Z. mobilis TGT (kris-
tallisiert bei pH 5,5) und der Komplexe TGT·65 (kristallisiert bei 5,5) sowie
TGT·66 (kristallisiert bei pH 5,5) .
Apo, pH 5,5 TGT·65, pH 5,5 TGT·66, pH 5,5
Raumgruppe C2 C2 C2
Zellkonstanten:
a (A˚) 90,38 91,39 91,40
a b (A˚) 65,37 64,47 65,09
a c (A˚) 70,57 71,03 69,85
a β (deg) 96,30 96,41 95,85
Auflo¨sung (A˚) 40 - 1,9 40 - 2,1 40 - 1,75
Zahl der gemessenen Reflexe 116.335 88.886 141.552
Zahl der unabha¨ngigen Reflexe 32.280 24.075 38.581
Vollsta¨ndigkeit der Daten
(%, hoher Auflo¨sungsbereich) 99,9 (99,8) 100,0 (100,0) 93,9 (90,5)
Rsymma fu¨r alle Daten
(%, hoher Auflo¨sungsbereich) 7,1 (24,4) 7,4 (29,1) 4,3 (21,3)
Rfreeb 20,9 23,6 21,0
R-Faktorb 17,1 18,4 18,9
Zahl der Wassermoleku¨le 358 223 373
RMS-Abweichung, Winkel (deg.) 1,208 1,192 1,157
RMS-Abweichung, Bindungen (A˚) 0,005 0,005 0,006
Durchschnittlicher B-Faktor (A˚2:)
Proteinatome 20,8 26,4 23,78
Ligandatome - 34,1 25,8
Wasseratome 30,5 32,9 34,8
a Rsymm =
∑ ‖I - 〈I〉‖ / ∑I, wobei I die gemessene Intensita¨t und 〈I〉 die durchschnitt-
liche Intensita¨t fu¨r multiple Messungen ist.
b Der Rfree-Faktor wurde aus einer zufa¨lligen Anzahl von Reflexen aus ∼ 10 % der Daten
berechnet; der R-Faktor wurde mit den Intensita¨ten der verbleibenden Daten berechnet
[Bru¨nger, 1992].
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Tab. A.5 Datensammlung und Verfeinerung der Z. mobilis Komplexe TGT·67 (kristal-
lisiert bei pH 8,5 und 5,5).
TGT·67, pH 8,5 TGT·67, pH 5,5
Raumgruppe C2 C2
Zellkonstanten:
a (A˚) 90,71 91,20
b (A˚) 65,24 65,59
c (A˚) 70,63 69,81
β (deg) 96,28 96,07
Auflo¨sung (A˚) 40 - 1,7 40 - 1,7
Zahl der gemessenen Reflexe 146.476 151.611
Zahl der unabha¨ngigen Reflexe 42.444 44.525
Vollsta¨ndigkeit der Daten
(%, hoher
Auflo¨sungsbereich)
93,9 (93,1) 98,7 (99,3)
Rsymma fu¨r alle Daten
(%, hoher
Auflo¨sungsbereich)
5,9 (22,3) 4,3 (16,7)
Rfreeb 22,4 21,8
R-Faktorb 19,5 19,4
Zahl der Wassermoleku¨le 469 369
RMS-Abweichung, Winkel (deg.) 1,211 1,207
RMS-Abweichung, Bindungen (A˚) 0,005 0,005
Durchschnittlicher B-Faktor (A˚2:)
Proteinatome 20,6 19,1
Ligandatome 20,2 17,1
Wasseratome 34,1 30,0
a Rsymm =
∑ ‖I - 〈I〉‖ / ∑I, wobei I die gemessene Intensita¨t und 〈I〉 die durchschnitt-
liche Intensita¨t fu¨r multiple Messungen ist.
b Der Rfree-Faktor wurde aus einer zufa¨lligen Anzahl von Reflexen aus ∼ 10 % der Daten
berechnet; der R-Faktor wurde mit den Intensita¨ten der verbleibenden Daten berechnet
[Bru¨nger, 1992].
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